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Zusammenfassung 
Die Entwicklung einer Vakzine gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist von entscheidender 
Bedeutung für die Eindämmung der globalen AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) Epidemie. 
Eine sterile Immunität gegen HIV erfordert die Induktion breit neutralisierender monoklonaler 
Antikörper (bNAK) gegen das Hüllprotein (Envelope, Env), welche in der Lage sind eine Infektion zu 
verhindern. Aufgrund seiner starken Glykosylierung sowie einer Reihe an Konformationsänderungen 
sind distinkte neutralisationskompetente Bereiche in trimerem Env für das Immunsystem jedoch nur 
vorübergehend zugänglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher Antigene entwickelt, bei denen ein 
kurzer Env Bereich (Mimotop), der bekanntermaßen von bNAKs erfasst wird, aus dem natürlichen 
antigenen Kontext herausgelöst wurde und stattdessen über das mukosale Adjuvans Cholera Toxin B 
(CTB) als Trägerprotein präsentiert wird. Das dargestellte Mimotop entstammt der MPER (membrane 
proximal external region) von gp41 (der Transmembranprotein-Untereinheit von Env) und enthält die 
hoch konservierten Epitope der beiden ersten identifizierten und zu Beginn dieser Arbeit auch als am 
potentesten geltenden bNAKs, 2F5 und 4E10. Um die natürliche Virussituation zu imitieren und 
darüber hinaus auch zelluläre Immunantworten zu stimulieren, wurde Mimotop tragendes CTB 
zusätzlich mit einer Transmembrandomäne fusioniert, wodurch die Präsentation auf HIV-1 Pr55Gag 
virusähnlichen Partikeln (virus like particles, VLPs) ermöglicht wurde. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass chimäres CTB auf der Oberfläche der VLPs in Form von Pentameren vorliegt, womit die 
Voraussetzung für einen wichtigen Aspekt des Adjuvans-Effekts von CTB, die Bindung des Proteins 
an den Gangliosid-Rezeptor GM1, erfüllt ist. Zudem wurde bestätigt, dass die Präsentation des 
Mimotops mittels CTB, verglichen mit gp41, eine verbesserte Zugänglichkeit der Epitope von 2F5 und 
4E10 erzielt. Auch die freie Zugänglichkeit des Mimotops von chimärem CTB ohne 
Transmembrandomäne sowie dessen Bindung an GM1 konnte demonstriert werden. Die 
Untersuchung des anhand Gag-spezifischer Immunantworten ausgelesenen Adjuvans-Effekts zeigte, 
dass das Beimischen von CTB zu VLPs den größten Effekt auf die Gag-spezifische mukosale und 
systemisch humorale Immunantwort hatte. Der zunächst anhand von Varianten ohne Mimotop 
demonstrierte Adjuvans-Effekt von chimärem CTB (mit und ohne Transmembrandomäne) blieb auch 
bei Präsentation eines Mimotops erhalten. In weiteren Immunisierungsexperimenten zeigte sich, dass 
die Immunantwort weitestgehend auf das verabreichte Mimotop fokussiert werden konnte. So führte 
eine heterologe Prime-Boost Strategie mit einer gp41 kodierenden DNA Vakzine, gefolgt von der 
Verabreichung des löslichen CTB-Mimotop Fusionsproteins zur Induktion Mimotop-spezifischer HIV-1 
Env Antikörper und einer moderaten, mehrere HIV-Klassen übergreifenden Neutralisationsaktivität. 
Selbst eine heterologe Prime-Boost-Immunisierung mit einer das Gruppen-spezifische Antigen (Gag) 
kodierenden DNA Vakzine und einer Kombination aus VLPs und löslichem CTB-Mimotop 
Fusionsprotein induzierte Mimotop-spezifische Antikörper. Die Verabreichung von über eine 
Transmembrandomäne auf VLPs präsentiertem CTB erzielte nach einer DNA Grundimmunisierung 
Mimotop-spezifische HIV-1 Env Antikörper bei Mäusen und Kaninchen. Das hier entwickelte System 
der Präsentation eines Mimotops durch chimäres CTB auf der Oberfläche von VLPs oder auch in 
löslicher Form ist somit ein vielversprechendes Konzept im Rahmen der HIV-Impfstoffentwicklung. 
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A Einleitung 
Dem UNAIDS Bericht 2010 zufolge sind derzeit weltweit etwa 33,3 Millionen Menschen mit dem 
humanen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert. Obwohl die Inzidenz seit Ende der 90er Jahre um ca. 
20 % zurückging, kam es 2009 immer noch zu ca. 2,6 Millionen Neuinfektionen. Trotz stetig 
fortschreitender Therapiemethoden starben 2009 etwa 1,8 Millionen an den Folgen der durch das 
Virus ausgelösten Immunschwächekrankheit AIDS (acquired immunodeficiency syndrome). Während 
derzeit die Inzidenzrate in Osteuropa und Zentralasien am höchsten ist, sind nach wie vor die 
südafrikanischen Länder am stärksten betroffen  101. 
Die zur Verfügung stehenden antiretroviralen Medikamente können das Leben infizierter Individuen 
erheblich verlängern, jedoch bringt die Langzeit-Therapie nach wie vor Nebenwirkungen mit sich. Da 
eine Behandlung zudem sehr kostenintensiv ist und eine hohe Compliance erfordert profitieren noch 
immer überwiegend Betroffene in Industrieländern von der Therapie. Aufklärungskampagnen zur 
Prävention neuer Infektionen stellen ein relativ günstiges Instrument zur Eindämmung der Pandemie 
dar. Während diese Maßnahme in Industrienationen durchaus erfolgreich ist, stößt sie in anderen 
Ländern auf Hindernisse wie erschwerte Durchführbarkeit und Ablehnung. Die Entwicklung eines 
präventiven Impfstoffes ist daher von großem Interesse. 
A.1 Problematik und Stand der HIV Impfstoffentwicklung 
Bereits wenige Jahre nach der erstmaligen Isolation des neuen Retrovirus mit dem heutigen Namen 
HIV 42 durch die Arbeitsgruppen von Luc Montagnier 13 und Robert Gallo 67 im Jahre 1983, wurde mit 
der Entwicklung eines Impfstoffes begonnen. Bewährte Strategien der Vakzineentwicklung, wie der 
Einsatz attenuierter 218 oder inaktivierter Viren 195 sowie die Verwendung von rekombinantem 
Hüllprotein (Envelope, Env) 72, schlugen jedoch fehl. Hauptursachen dafür sind die hohe Diversität 
und Variabilität des Virus sowie die strukturellen Eigenschaften von Env. 
A.1.1 HIV weist ein hohe Diversität und Variabilität auf 
Bisher sind zwei übergeordnete HIV-Spezies, HIV-1 und HIV-2, bekannt. Das weniger virulente HIV-2 
kursiert hauptsächlich in West-Afrika. Bei dem weiter verbreiteten HIV-1 unterscheidet man drei 
Hauptgruppen, M (major), O (outlier) und N (non-M/non-O). Gruppe M, welche die Pandemie 
dominiert, ist in die 9 Subtypen (clades) A, B, C, D, F, G, H, J und K unterteilt, denen z. T. weitere 
Sub-Subtypen untergeordnet sind. In Europa, Nordamerika und Australien ist Subtyp B prädominant, 
während in Afrika Subtyp C vorherrscht, welcher weltweit für die meisten Infektionen verantwortlich ist. 
Weiter ergänzt wird die Diversität von HIV-1 durch chimäre Viren. Diese sogenannten circulating 
recombinant forms (CRFs) entstehen bei Infektion derselben Zelle mit verschiedenen Subtypen durch 
Rekombination  101,154,175,199. 
Zu der hohen Diversität kommt eine enorme Variabilität des Virus, die in der Mutationsrate der 
zellulären RNA-Polymerase, die neue Virus-Genome produziert, begründet ist. In Kombination mit 
einer Vermehrungsrate von etwa 109 bis 1010 Partikeln pro Tag entstehen dadurch ständig neue Virus-
Varianten, auf die sich das Immunsystem immer neu einstellen muss 26,91,163,217. 
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A.1.2 Das HIV-1 Hüllprotein Env ist für den ersten Schritt der Infektion 
verantwortlich 
Das HIV Hüllprotein Env ist ein Heterodimer aus dem transmembranen Glykoprotein gp41 und dem 
extrazellulären Glykoprotein gp120 34. Auf der Oberfläche eines HIV Partikels befinden sich 
durchschnittlich 14 Env Trimere 123,230. Diese sogenannten Spikes vermitteln die Bindung des Virus an 
CD4 45 (Abb. A-1 A). In seiner natürlichen Funktion ist CD4, das sich vornehmlich auf T-Helferzellen, 
Monozyten, Makrophagen und Dendriten befindet, Korezeptor des T-Zell-Rezeptors und damit 
beteiligt an der spezifischen Immunabwehr. Eine HIV Infektion beginnt mit dem Andocken der 
konservierten Region C3 von gp120 (Abb. A-1 B) an CD4. Durch die dadurch ausgelöste 
Konformationsänderung in gp120 wird die variable Domäne V3 exponiert. Diese ist zusammen mit den 
V1/V2 Domänen für die Bindung an einen der beiden Chemokinrezeptoren CXCR4 bzw. CCR5 
verantwortlich, welcher als Korezeptor der Infektion dient 147. CXCR4, dessen natürlicher Ligand das 
Chemokin SDF (stromal cell derived factor) ist, wurde ursprünglich als Fusin bezeichnet 60 und 
befindet sich auf T-Lymphozyten. CCR5 dagegen, welches normalerweise mit den Chemokinen 
RANTES, MIP-1α oder MIP-1ß interagiert, sitzt in der Membran von Monozyten und Makrophagen. 
Die Sequenz der V3 Region bestimmt demnach den Zelltropismus eines HIV-Isolats, d. h. ob T-
Lymphozyten (X4-trop) oder Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems (R5-trop) infiziert werden 
können 5,40. 
Durch die Bindung an den Korezeptor kommt es zu einer weiteren Serie konformationeller 
Änderungen, diesmal in gp41. Die Umlagerungen ermöglichen das Einbringen des Fusionspeptids  
von gp41 (Abb. A-1 B) in die Membran der Zielzelle. Auf einen Prehairpin-Übergangszustand folgt die 
Bildung eines Sechs-Helix-Bündels, wodurch virale und zelluläre Membran in unmittelbare 
Nachbarschaft gebracht werden. Dies führt letztendlich zur Fusion der Membranen 157 (Abb. A-1 C). 
Aufgrund der Fülle an Konformationsänderungen sowie des starken Glykosylierungsgrades von gp41 
und gp120  sind konservierte Bereiche des Hüllproteins maskiert und damit gegen das Immunsystem 
abgeschirmt 114. 
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Abb. A-1: Schematische Darstellung von HIV-1 Env und dem durch gp41 vermittelten Fusionsprozess.  
(A) Illustration eines trimeren Env-Komplexes auf der Oberfläche der viralen Membran. Der dargestellte Membranbereich der 
Zielzelle enthält den primären Rezeptor CD4 und einen Korezeptor. (B) Domänenstruktur von gp120 und gp41. (C) gp41 
Konformationsintermediate auf dem Weg zur Fusion mit der Zielmembran. C = konservierte Region; V = Variable Region; FP = 
Fusionspeptid; NHR = N-terminal heptad repeat; CHR = C-terminal heptad repeat; MPER = membrane proximal external 
region; TM = Transmembrandomäne; CP = Cytoplasmatische Domäne. Modifiziert nach 157,157, mit graphischer Unterstützung 
von T. Brodowski. 
 
A.1.3 Für eine sterile Immunität gegen HIV ist die Induktion breit 
neutralisierender Antikörper erforderlich  
In den meisten Fällen reicht für eine HIV-Infektion die Übertragung eines Virus und damit die Infektion 
einer einzigen Zelle aus 1,106. Durch die Integration der viralen Erbinformation ins Genom CD4+-Zellen 
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kann HIV lebenslang im Körper persistieren 62 und sich nach einer jahrelangen Latenz erneut 
vermehren. Voraussetzung für eine sterile Immunität gegen HIV ist daher die Induktion von 
Antikörpern, welche die primäre Infektion verhindern. Da das Hüllprotein Env für den ersten Schritt der 
Infektion verantwortlich ist, müssen diese sogenannten neutralisierenden Antikörper gegen Bereiche 
von Env gerichtet sein, die die Fusion von Virus- und Wirtsmembran vermitteln. Aufgrund der hohen 
Diversität von HIV ist es zudem erforderlich, dass die Antikörper Clade-übergreifend, also breit 
neutralisierend wirken.  
A.1.3.1 Alle bisher identifizierten breit neutralisierenden Antikörper sind gegen 
vier Bereiche von Env gerichtet 
Es gibt einige wenige HIV-Infizierte, deren Immunsystem in der Lage ist die Viruslast ohne eine 
Therapie dauerhaft so gering zu halten, dass ein Fortschreiten der Infektion in Richtung AIDS 
ausbleibt. Aus den Seren solcher Long Term Non Progressors oder Elite Controlers konnten ein paar 
wenige Antikörper isoliert werden, die imstande sind, Clade-übergreifend Primärisolate zu 
neutralisieren 131. Die Epitope dieser breit neutralisierenden Antikörper (bNAK) sind dabei auf vier 
Bereiche von Env begrenzt (siehe Abb. A-2). Einer davon ist die Bindestelle für CD4 innerhalb von 
gp120. Neben b12, dem als erstes identifizierten bNAK 35, sind auch die kürzlich entdeckten breit 
neutralisierenden Antikörper HJ16 44 und VRC01 222 gegen (nicht identische) Epitope in diesem 
Bereich gerichtet. Während b12 und HJ16 jeweils etwa 40 % der getesteten Viren neutralisieren, ist 
VRC01 in der Lage, ca. 90 % der annähernd 200 getesteten Isolate zu neutralisieren. Damit ist er 
entgegen der bis vor kurzem geläufigen Annahme, dass Breite und Potenz der Neutralisation immer 
miteinander konkurrieren, der am breitesten und zusätzlich auch der am stärksten neutralisierende 
bNAK. 
Auch der Bereich von Env, der für die Bindung an den Korezeptor verantwortlich ist (V3 zusammen 
mit V1/V2) enthält Epitope kürzlich identifizierter bNAKs 209. Diese, PG9 und PG16, neutralisieren 79 
% bzw. 73 % aller getesteten Viren. 
In den 90ern wurden des Weiteren die breit neutralisierenden Antikörper 2G12, 2F5 und 4E10 32,169 
identifiziert. Das Epitop von 2G12 ist eine konservierte Anordnung von Oligomannoseresten des 
Glykanschildes von gp120 32,181,202. Wie b12 konnte auch 2G12 etwa 40 % der getesteten Isolate 
neutralisieren 20. 2F5 und 4E10 sind gegen benachbarte Epitope innerhalb der sogenannten MPER 
(membrane proximal external region) von gp41 gerichtet 146,231. Dieser Env Bereich ist an der Fusion 
von viraler und zellulärer Membran beteiligt. Während 2F5 67 % aller getesteten Viren neutralisieren 
kann, erreicht 4E10 sogar eine Neutralisationsbreite von 100 %, allerdings sind dafür vergleichsweise 
hohe Konzentrationen des Antikörpers erforderlich 20. 
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Abb. A-2: Die Epitope breit neutralisierender Antikörper auf einem Env Trimer. 
Das Modell wurde durch Kombination aus Kryoelektronentomographie 123, Kristallographie 229 und Computeranalysen erstellt. 
Dargestellt ist die Kernstruktur von gp120 (braun) im Elektronendichtebild des Trimers auf der viralen Membran. Zuckerreste 
sind blau gefärbt. Hervorgehoben sind V1/V2 und V3 von gp120 (hellgrün und hellblau), die CD4 Bindestelle (violett) und das 
glykanbasierte Epitop von 2G12 (grün). Nach Burton und Weiss 36, abgeleitet von 184,208. 
 
A.1.3.2 Passive Immunisierungsstudien bewiesen die Wirksamkeit breit 
neutralisierender Antikörper 
Die schützende Funktion der identifizierten Breitneutralisierer konnte in vivo anhand passiver 
Immunisierungsexperimente mit Makaken bestätigt werden. So verhinderten 2F5, 4E10 und 2G12 
sowohl in Kombination als auch alleine eine Infektion mit oral 8,92, intravenös 8,130, intravaginal 134,162 
oder intrarectal 89 appliziertem SHIV (simian-human immunodeficiency virus) 61,139. In einem weiteren 
Experiment wurden 11 von 16 untersuchten neugeborenen Tieren durch die intravenöse 
Verabreichung einer Kombination aus 3 oder 4 bNAKs selbst bei postexpositioneller Prophylaxe vor 
einer Infektion mit oral appliziertem SHIV geschützt 177. Zudem lassen neueste Studien darauf 
schließen, dass weitaus niedrigere Serum-Titer als ursprünglich vermutet ausreichen, um eine 
Infektion zu verhindern 87,88. 
Eine Studie mit chronisch oder akut infizierten HIV Patienten zeigte, dass der passive Einsatz von 
bNAKs die virale Replikation verlangsamen kann. Allerdings entwickelten sich trotz der Kombination 
verschiedener bNAKs (2G12, 2F5 und 4E10) Virus-Varianten, die der Neutralisation entkommen 
konnten 201. Um eine sterile Immunität zu gewährleisten, sollte eine Vakzine-induzierte 
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Antikörperantwort demnach gegen mehrere verschiedene Epitope gerichtet sein und besonders breit 
neutralisierend wirken. 
A.1.3.3 Rationales Antigendesign könnte die Induktion breit neutralisierender 
Antikörper vermitteln  
Die Isolation von bNAKs aus Seren HIV-positiver Patienten beweist, dass das menschliche 
Immunsystem in der Lage ist, derartige Antikörper zu produzieren. Neueste Studien offenbaren, dass 
etwa 10 bis 30 % der untersuchten Personen im Laufe ihrer chronischen Infektion eine 
Antikörperantwort mit breit neutralisierender Kapazität entwickeln 19,183. Dennoch waren bisherige 
Ansätze zur Induktion breit neutralisierender Antikörper durch aktive Immunisierung nicht erfolgreich 
204. Erste Versuche mit rekombinantem gp120 als Vakzine induzierten hohe Titer gp120-spezifischer 
Antikörper, die jedoch nicht imstande waren, die meisten der kursierenden HIV-Isolate zu 
neutralisieren 133,144,220. Zwei klinische Phase III Studien mit rekombinantem gp120 (AIDSVAX) 
demonstrierten unterdessen, dass weder Infektionen verhindert, noch Viruslast oder 
Krankhetisfortschritt vermindert werden konnten 63,166. Durch eine heterololge Prime – Boost 
Kombination des pockenviralen Vektors ALVAC-HIV mit dem rekombinanten gp120 AIDSVAX erzielte 
die kürzlich veröffentlichte klinische Phase III Studie RV144 in Thailand immerhin einen moderaten 
Schutz gegen HIV-Infektionen verglichen mit der Placebo behandelten Kontrollgruppe 172 (siehe 
A.1.6).  
Auch der Einsatz nativer rekombinanter Env Trimere führte bisher nicht zur Induktion ausreichend 
breit neutralisierender Antikörper. Sicherlich ein Problem dabei ist die Instabilität der Env Trimere. 
Anhand diverser Modifikationen, wie z.B. der Einführung von Disulfidbrücken zwischen gp120 und 
gp41, der Deletion der Proteaseschnittstelle im gemeinsamen gp160 Vorläuferprotein von gp120 und 
gp41 sowie des Einbaus von Trimerisierungsmotiven, wurde bereits eine Erhöhung der Stabilität 
verfolgt 165. Einige der modifizierten Trimere induzierten auch Antikörper, die in der Lage waren, 
heterologe Isolate zu neutralisieren, jedoch nur sehr moderat 15,77,104,110. Ein oligomeres gp140, d.h. 
ein Fusionsprotein aus gp120 und gp41 ohne die Transmenbran- und intrazelluläre Domäne von 
gp41, mit Deletion in der V2 Region vermittelte bei Makaken immerhin vollständigen Schutz vor einer 
homologen Infektion 11.  
 
Die durch eine natürliche HIV-Infektion induzierten Antikörper sind zum größten Teil gegen variable 
Regionen von Env gerichtet, da konservierte Bereiche durch die extensive Glykosylierung abgeschirmt 
sind und, bedingt durch Konformationsänderungen, erst spät kurzfristig exponiert werden. Um das 
Immunsystem auf die Epitope von bNAKs zu fokussieren, ist man daher aktuell zur reversen 
Entwicklung von Vakzinekanditaten übergegangen. Dabei werden bekannte bNAKs alleine sowie im 
Komplex mit Env genau charakterisiert und darauf aufbauend Antigene entworfen, die wiederum die 
Produktion dieser bNAKs durch das menschliche Immunsystem hervorrufen sollen 184. Um 
beispielsweise die Immunantwort auf das Epitop von b12 zu fokussieren, wurden gp120 und gp140 in 
diversen Studien durch Alanin-Substitutionen und Hyperglykosylierung mit dem Ziel verändert, die 
Bindung nicht neutralisierender Antikörper zu vermindern, ohne diejenige von b12 zu beeinträchtigen 
159-161. In Immunisierungsexperimenten mit Kaninchen konnten jedoch keine b12 ähnlichen Antikörper 
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induziert werden 186. Da b12 primär mit der äußeren Domäne (outer domain, OD) von gp120 
interagiert 229, wurden des Weiteren Antigene entwickelt, die lediglich aus der isolierten OD von gp120 
bestanden. Diese Konstrukte scheiterten allerdings an fehlender Bindung von b12 223. Basierend auf 
der Kristallstruktur des b12-gp120 Komplexes wurde kürzlich ein membranverankertes gp120 OD-
basierendes Antigen entwickelt 221, welches derzeit als Vakzinekandidat getestet wird. 
Zur Darstellung des 2G12 Epitopes, einer konservierten Anordnung von Oligomannoseresten, wurden 
zunächst chemisch synthetisierte Glykokonjugate eingesetzt, die jedoch in Kaninchen nur schwach 
immunogen waren und zudem vorwiegend nicht Oligomannose-spezifische Antikörperantworten 
hervorriefen 150,210. Die Weiterentwicklung der Glykokonjugate führte zu Antigenen, die zwar 2G12 
hochaffin binden und Oligomannose-spezifische Antikörper induzieren konnten, welche aber nicht 
neutralisierend wirkten 6,102,212. Auch die Nachahmung der konservierten Oligomannose Anordnung 
durch die Modifikation anderer Glykoproteine führte bislang nicht zur Induktion einer neutralisierenden 
Antikörperantwort 125. Vermutlich liegt die Schwierigkeit bei der Induktion 2G12 ähnlicher Antikörper in 
dessen einzigartiger Struktur. 2G12 liegt als im Fab-Bereich dimerisierter Antikörper vor, dessen 
variable Regionen der schweren Ketten einen außergewöhnlichen Domänen-Austausch aufweisen 38. 
Die Kristallstrukturdaten von 2F5 und 4E10 im Komplex mit Peptiden, die die Kernepitope der 
Antikörper enthielten, ergaben, dass 2F5 eine lange Schleife erkennt 152, während 4E10 an eine 
helikale Konformation bindet 39. Darauf basierend wurden zyklische Peptide entworfen, in denen die 
lineare Erkennungssequenz von 2F5 (ELDKWAS) in eine Schleifenstruktur gezwungen werden sollte 
141. Es konnten aber keine 2F5 ähnlichen Antikörper induziert werden. Aufgrund der Vermutung, dass 
die virale Membran eine Bedeutung bei der Bildung derartiger Antikörper hat 78, wurden verschiedene 
Antigene mit einer Membran-Umgebung entwickelt. 2007 veröffentlichten Kim et al. die Verwendung 
eines auf virusähnlichen Partikeln (VLPs; siehe A.1.5) präsentierten gp41 Derivats 108. Phogat et al. 
fusionierten den MPER-Bereich mit dem Hepatitis B Oberflächenantigen, welches lipidhaltige 
Nanopartikel bildet 164 und Watson et al. versahen ein MPER Peptid mit verschiedenen Lipidankern 
um es auf Liposomen zu präsentieren 216. Keiner der Ansätze führte jedoch zur Induktion 2F5 oder 
4E10 ähnlicher Antikörper.  
In jüngster Zeit wurden mit Hilfe neuer Ansätze neue, außerordentlich potente Breitneutralisierer 
(VRC01, PG9 und PG16) identifiziert 209,222. Fundiertes Wissen über diese Antikörper, darunter die 
strukturelle Basis deren Interaktion mit ihren jeweiligen Epitopen 228, dienen der zukünftigen rationalen 
Antigenentwicklung. 
A.1.4 Humorale und zellulärere Immunantworten ergänzen sich bei der 
Virusbekämpfung  
Für eine breite und lang anhaltende Immunität gegenüber der Vielfalt an HIV Isolaten sind beide Arme 
des adaptiven Immunsystems von Bedeutung. Die Induktion breit neutralisierender Antikörper ist für 
eine sterile Immunität, d.h. das Abfangen der Viruspartikel vor Infektion einer Zelle, erforderlich. 
Spezifische zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T-lymphocyte, CTL) dagegen dienen der Eliminierung 
bereits infizierter CD4+ Zellen, die nicht durch neutralisierende Antikörper geschützt werden konnten 
191. Dadurch wird die Virusreplikation vermindert und das Fortschreiten einer Infektion in Richtung 
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AIDS verlangsamt 75,81,111,113. Eine gesenkte Viruslast verringert zudem das Risiko der HIV-
Übertragung auf Sexualpartner, was zur Eindämmung der Pandemie beiträgt.  
Durch Ausschüttung von Cytokinen wird das Zusammenspiel von zellulärer und humoraler 
Immunantwort koordiniert. So setzen CTL unter anderem IFNγ frei, welches weitere CTL sowie 
T-Helferzellen aktiviert. Letztere wiederum werden durch antigenpräsentierende Zellen (wie 
Makrophagen oder dendritische Zellen), welche z.B. Virusbestandteile lysierter infizierter Zellen 
aufgenommen haben und virale Peptide über MHC-Klasse-II-Antigene präsentieren, stimuliert. 
T-Helferzellen des Typs TH2 schütten daraufhin andere Cytokine aus (IL-4, IL-5, IL-6, und IL-10), 
welche die Proliferation und Differenzierung von Prä-B-Zellen zu antikörperproduzierenden Plasma-
zellen stimulieren 143. 
 
Einen Hinweis auf die Bedeutung zytotoxischer T-Zellen bezüglich der Vorbeugung einer HIV-Infektion 
gaben Untersuchungen von Individuen, die trotz einer starken Exposition und damit eines hohen 
Ansteckungsrisikos nicht infiziert wurden. Blutproben dieser Personen enthielten HIV-spezifische CTL, 
aufgrund derer vermutlich eine Infektion verhindert werden konnte 84,176. Auch das Auftreten von 
Immun-Flucht-Varianten mit Mutationen im Bereich wichtiger CTL-Epitope bei akut HIV-infizierten 
Patienten deutet auf die essentielle Funktion der zytotoxischen T-Zellen bei der Virusbekämpfung hin 
12,25,163. Studien mit Makaken belegten unterdessen, dass eine fehlende CTL-Aktivität zu erhöhter 
Viruslast und verstärkter Abnahme CD4+ Zellen führt 135,185.  
Entscheidend für den Erfolg der Kontrolle über eine HIV-Infektion ist die Qualität der T-Zellantworten. 
Denn während HIV-Patienten mit progressivem Infektionsverlauf vornehmlich akute Effektor-T-Zellen 
besitzen, weisen die Seren von Long Term Non Progressors zusätzlich langlebige polyfunktionale 
IFNγ  und IL-2 produzierende Gedächtnis T-Zellen auf 158. Weiter konnte gezeigt werden, dass die 
Breite HIV-1 Capsid-spezifischer CTL-Antworten bei chronischen Infektionen indirekt proportional zur 
Viruslast ist 107. 
A.1.5 Virusähnliche Partikel sind eine vielversprechende Komponente 
der modernen Vakzineentwicklung 
Eine bewährte Strategie der Impfstoffentwicklung ist der Einsatz attenuierter Viren 116. Aufgrund der 
hohen Mutationsrate und des dadurch bedingten Risikos von Rückmutationen sowie einer 
Rekombinationsgefahr mit humanen endogenen Retroviren ist dieser Ansatz für eine HIV Vakzine 
jedoch nicht geeignet 117,174,225. Eine Alternative hierzu bieten HIV-1 virusähnliche Partikel (virus like 
particles, VLPs). Diese entstehen durch die eigenständige Anlagerung des HIV-1 Gruppen-
spezifischen Antigens Pr55Gag an die Zellmembran und eine anschließende Abknospung von der Zelle 
71. VLPs gleichen mit einem Durchmesser von 100 bis 160 nm dem Erscheinungsbild eines immaturen 
HI-Virus 69, sind jedoch Replikations-inkompetent und nicht infektiös 207. Bei einer HIV-Infektion tragen 
VLPs zusätzlich Env und werden vermutlich von infizierten Zellen freigesetzt, um die Immunantwort 
von replikationsfähigen Virionen abzulenken 128. Ursprünglich wurde dieses Phänomen bei Hepatitis B 
beschrieben 14. Hepatitis B Antigen basierte Partikel wurden daraufhin zur Entwicklung eines 
Impfstoffes gegen das Hepatitis B Virus (HBV) herangezogen 22. Seither wurden diverse virusähnliche 
Partikel als potentielle Impfstoffkandidaten untersucht. Eine auf VLPs basierte Vakzine gegen das 
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humane Papillomavirus (HPV) ist seit 2006 auf dem Markt, nachdem Sicherheit, Toleranz und die 
Induktion einer schützenden Immunantwort gezeigt werden konnten 68.  
Nicht nur im Hinblick auf die Erfolge von HBV und HPV Impfstoff sind Pr55Gag VLPs eine 
vielversprechende Komponente der HIV Vakzineentwicklung. Der Einsatz von VLPs ermöglicht die 
Präsentation nativer Env Trimere in ihrer natürlichen Membran-Umgebung, genau wie auf einem HI-
Virus. Gegenüber der Darreichung in löslicher Form wird hierdurch die Stabilität und Immunogenität 
des Hüllproteins erhöht, wodurch die Chance der Induktion breit neutralisierender Antikörper 
verbessert werden sollte 140 (vergleiche A.1.3.3). Zudem erzielten erste Immunisierungsstudien mit 
Pr55Gag VLPs starke TH1 polarisierte zelluläre und humorale Immunantworten ohne die ergänzende 
Zugabe eines Adjuvans und induzierten Gag-spezifische CTL in Mäusen und Makaken 156,205. Der 
Austausch zur Partikelbildung nicht relevanter Bereiche von Gag durch Sequenzen mit bekannten 
CTL Epitopen konnte das Potential von VLPs zusätzlich erweitern 206. Darüber hinaus konnte die 
Immunogenität der virusähnlichen Partikel durch die Ausstattung mit verschiedenen ko-
stimulatorischen Molekülen, wie Influenza Hämagglutinin (HA) 79, Cholera Toxin B (CTB, siehe A.2) 
103, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) oder CD40 Ligand (CD40L) 189 weiter 
verstärkt werden. Pr55Gag VLPs sind also ein ideales Instrument zur Induktion breit neutralisierender 
Antikörper und Gag-spezifischer CTL, die vermutlich nur gemeinsam in der Lage sind, einen lang 
anhaltenden Schutz gegen HIV zu gewähren. 
 
Zur Produktion von VLPs können verschiedene Expressionssysteme herangezogen werden 128. Die 
gängigste, da sehr ertragreiche Methode zur Gewinnung von HIV-1 VLPs ist die Infektion von 
Insektenzellen mit rekombinantem Bakulovirus 207. Der Vorteil der Transfektion von Säugerzellen 
dagegen liegt in einer korrekteren Faltung und Glykosylierung präsentierter Antigene 145. Zudem sind 
mittels Transfektion produzierte VLPs nicht mit Viren verunreinigt. Durch die Immunisierung mit für 
Gag kodierender Plasmid-DNA oder lentiviralen Vektoren ist es des Weiteren möglich, die Produktion 
von VLPs im lebenden Organismus zu induzieren und dadurch „vor Ort“ über MHC-Klasse-I- und 
MHC-Klasse-II-Antigene CTL-, T-Helfer- und B-Zellantworten zu stimulieren 16,52. 
A.1.6 Heterologe Prime-Boost Strategien erhöhen das Potential von 
Vakzinekandidaten 
Diverse Studien weisen darauf hin, dass die Kombination einer DNA Vakzine, kodierend für das 
Hüllprotein Env (Prime) gefolgt von Immunisierungen mit Env Protein (Boost) höhere und länger 
anhaltende Titer Env-spezifischer Antikörper induziert als jede Komponente für sich. So konnten 
Makaken durch Grundimmunisierung mit env DNA verschiedener Isolate und Boost mit homologen 
Env Proteinen gegen eine Infektion mit homologem Virus geschützt werden 96,155. Eine klinische 
Phase I Studie mit env DNA Prime und Env Protein Boost erzielte des Weiteren höhere Env-
spezifische Antikörpertiter als zuvor durch mehrfach aufeinander folgende Immunisierungen mit Env 
Protein erreicht werden konnten 211. Aufgrund der vielversprechenden Daten sind DNA Prime - Protein 
Boost Strategien derzeit Teil diverser aktueller und geplanter klinischer Phase I und II Studien.  
Auch die Kombination aus DNA Prime und Boost mit viralen Vektoren (chimären Viren), wie 
pockenviralen oder adenoviralen Vektoren, erwies sich als erfolgreiches Konzept bei 
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Immunisierungsstudien. So induzierte ein env DNA Prime gefolgt von einem adenoviralen Vektor 
Boost bei Makaken höhere Titer neutralisierender Antikörper als jede Komponente alleine 132. Durch 
eine gag DNA Grundimmunisierung gefolgt von einem Boost mit attenuierten pockenviralen Vektoren 
wurden bei Mäusen breite und lang anhaltende Immunantworten induziert 74. 
Alternativ werden auch Kombinationen aus Prime mit chimären Viren und Boost mit rekombinantem 
Protein eingesetzt. So erzeugte ein für env DNA kodierender adenoviraler Vektor bei Makaken nach 
Boost mit einem heterologen Env Protein vollständigen Schutz gegen die Infektion mit einem zum 
Protein Boost homologen SHIV 24. Durch eine heterololge Prime – Boost Kombination des 
pockenviralen Vektors ALVAC-HIV mit dem rekombinanten gp120 AIDSVAX erzielte die kürzlich 
veröffentlichte klinische Phase III Studie RV144 in Thailand einen moderaten Schutz gegen HIV-
Infektionen verglichen mit der Placebo behandelten Kontrollgruppe 172, wohingegen AIDSVAX alleine 
in früher datierten klinischen Phase III Studien (siehe A.1.3.3) nicht in der Lage war, Infektionen zu 
verhindern. 
A.1.7 Der mukosalen Immunantwort wird eine Schlüsselrolle bei der 
Kontrolle über HIV-Infektionen zugesprochen 
90 % aller HIV-Infektionen weltweit werden durch Sexualkontakte über mukosale Oberflächen 
übertragen 97. Dort anzutreffende Makrophagen, dendritische Zellen und Langerhans-Zellen sind 
wahrscheinlich die ersten Zielzellen des Virus 46. Infizierte Makrophagen sind zudem eines der 
Hauptreservoire persisitierender Viren 40. Untersuchungen nicht infizierter Individuen mit einer hohen 
HIV-Expositionsrate und einem damit hohen Infektionsrisiko deuten unterdessen darauf hin, dass HIV-
spezifische IgA Antikörper 31,105 sowie mukosale zytotoxische T-Zellen 4 Korrelate einer sterilen 
Immunität darstellen. Komponenten einer präventiven Vakzine sollten daher auf jeden Fall das 
mukosale Immunsystem ansprechen, wozu vermutlich eine Applikation über mukosale Routen 
erforderlich ist 66,86,100,187,224. 
 
A.2 Das molekulare Adjuvans Cholera Toxin B (CTB) 
A.2.1 Adjuvantien verstärken die durch ein spezifisches Antigen 
induzierte Immunantwort 
Während traditionelle Vakzinen, die aus inaktivierten oder attenuierten Viren bestehen, selbst 
ausreichend immunogen sind, benötigen Protein- oder DNA-basierte Impfstoffkandidaten in der Regel 
Adjuvantien zur Steigerung der Immunantwort. Diese fördern im Allgemeinen die Migration von 
Makrophagen, Monozyten sowie B- und T-Zellen an den Ort der Applikation. Für die Anwendung beim 
Menschen zugelassene Adjuvantien sind beispielsweise Aluminiumhydroxid (Alum), bestimmte Öl-
Wasser-Emulsionen wie MF50 sowie verschiedene Toxoide, wie z. B. das Tetanustoxoid 143.  
Bei der Entwicklung von Impfstoffen, die das mukosale Immunsystem ansprechen sollen, konnten in 
den letzten Jahren Fortschritte durch die Kopplung von Antigenen an immunstimulatorische Moleküle, 
die dadurch zugleich als Träger und Adjuvans dienen, erzielt werden. Beispiele solcher molekularer 
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Adjuvantien sind TLR (toll-like receptor) Liganden, verschiedene Cytokine und Chemokine sowie 
bakterielle Enterotoxine wie das Cholera Toxin (CT) 171. 
A.2.2 CTB ist die nicht toxische Untereinheit des Enterotoxins von Vibrio 
Cholerae 
Cholera Toxin, das Enterotoxin von Vibrio Cholerae, ist ein 86 kDa großes AB5 Heterohexamer. Seine 
Toxizität ist auf die A Untereinheit (CTA) zurückzuführen. Diese katalysiert die ADP-Ribosylierung 
eines G-Proteins, welches hierdurch permanent die Adenylatcyklase aktiviert. Als Folge der dadurch 
ausgelösten Signalkaskade kommt es zu der für Cholera charakteristischen massiven Flüssigkeits-
ausscheidung. Cholera Toxin B (CTB) dagegen vermittelt durch Bindung an den Gangliosid-Rezeptor 
GM1 die endocytotische Aufnahme von Cholera Toxin in die Darmepithelzellen 118. Die 11,5 kDa 
großen B Untereinheiten formen zylindrische Pentamere (siehe Abb. A-3), in deren Pore jeweils eine 
A Untereinheit über nicht kovalente Wechselwirkungen verankert ist 226. Während sich die selbst im 
Darm hoch stabilen CTB Pentamere auch in Abwesenheit der A Untereinheit spontan 
zusammenlagern, führt ein nachträgliches Beifügen von CTA nicht zur Ausbildung des Holotoxins 227. 
CTB selbst ist daher nicht toxisch 148 und als Komponente eines oral verabreichten Cholera 
Impfstoffes (Orochol, CVD 103-HgR) überdies bereits für die Anwendung im Menschen zugelassen 
178,196. 
A B
N-Terminus
GM1-Bindung
32 Å
62 Å
C-Terminus
 
Abb. A-3: Röntgenkristallstruktur eines CTB Pentamers 227. 
Jede Untereinheit ist in einer anderen Farbe dargestellt. Die Aminosäurereste, welche die 5 GM1-Bindestellen umgeben, sind 
jeweils grün markiert. Die N-Termini sind als rote, die C-Termini als blaue Punkte gekennzeichnet. (A) In der Ansicht von oben 
ist die Zentralpore zu erkennen. (B) Die Ansicht von der Seite veranschaulicht die Positionen von GM1-Bindestellen und N- bzw. 
C-Termini. 
 
A.2.3 CTB ist ein potenter Stimulator der mukosalen Immunantwort und 
birgt die Möglichkeit gleichzeitig als Antigen-Träger eingesetzt zu 
werden 
GM1 wird neben Darmepithelzellen auch auf vielen weiteren eukaryontischen Zellen präsentiert. So 
führt die Bindung von CTB an GM1 auch zur Aufnahme in dendritische Zellen, welche über ihre 
Pseudopodien zwischen Darmepithelzellen verankert sind 173. Des Weiteren regt CTB die Migration 
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dendritischer Zellen zu B- und T-Zell-Regionen in Lymphknoten an, wo dann durch Antigen-
präsentation B- und T-Zellen stimuliert werden 58,188. Dass CTB nach mukosaler Applikation mukosale, 
humorale und zelluläre Immunantworten bei Mäusen und Menschen induziert, konnte mehrfach 
gezeigt werden 18,58,126,214. 
Im Gegensatz zu den meisten anderen Adjuvantien birgt CTB den Vorteil, zusätzlich als Träger des 
Antigens zu fungieren 53. Durch die Untersuchung von CTB Fusionsproteinen mit verschiedenen 
Antigenen am N- oder C-Terminus zeigte sich, dass die Rezeptorbindung bei C-terminalen 
Fusionsproteinen weniger beeinträchtigt wird als bei N-terminalen 54,122,180. Allerdings war selbst ein 
duales Fusionsprotein, d. h. mit Antigen sowohl am N- als auch am C-Terminus noch in der Lage an 
GM1 zu binden 122. Die immunstimulatorischen Eigenschaften von CTB (wie z.B. die Induktion 
Antigen-spezifischer systemischer und mukosaler Antikörperantworten) in solchen Fusionsproteinen 
konnten in diversen oralen, intranasalen, rektalen und vaginalen Immunisierungsstudien bei Mäusen 
und Menschen nachgewiesen werden 70,95,112,168,180,215.  
 
A.3 Zielsetzung 
Um eine HIV-Infektion zu verhindern, ist es von entscheidender Bedeutung, die Fusion der 
Membranen von Virus und Wirtszelle zu unterbinden. Eine effektive Vakzine sollte daher fähig sein, 
breit neutralisierende monoklonale Antikörper (bNAK) gegen das Envelope (Env) Protein zu 
induzieren. Trimeres Env präsentiert die Epitope breit neutralisierender Antikörper jedoch nur 
unzureichend. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Antigene basierend auf einem definierten 
kurzen Env Bereich mit Epitopen bekannter bNAKs (Mimotop) entworfen werden, um die 
Immunantwort gegen immundominante, aber nicht neutralisierende Bereiche von Env zu unterbinden 
und stattdessen auf ausgesuchte, neutralisationskompetente Epitope zu fokussieren. Da Peptide mit 
einem Molekulargewicht unter 3-4 kDa nicht in der Lage sind, die verschiedenen Immunreaktionen 
inklusive der Stimulation von antikörperproduzierenden B-Zellen effizient auszulösen, sollte das 
Mimotop über ein Trägerprotein präsentiert werden. Durch die Verwendung des molekularen Adjuvans 
Cholera Toxin B (CTB) als Träger sollte die Mimotop-spezifische Immunantwort zusätzlich unterstützt 
und insbesondere das mukosale Immunsystem stimuliert werden. Um die natürliche Virussituation zu 
imitieren und darüber hinaus auch zelluläre Immunantworten zu induzieren, sollten die chimären 
Proteine auf der Oberfläche von HIV-1 VLPs präsentiert werden. Hierfür sollte Mimotop tragendes 
CTB zusätzlich mit einer Transmembrandomäne fusioniert werden, die einen effektiven Einbau in 
VLPs vermittelt ohne die Ausbildung funktionaler CTB Pentamere zu beeinträchtigen. Alternativ zu 
einer Transmembrandomäne sollte Mimotop tragendes CTB auch durch chemische Kopplung 
kovalent mit VLPs verbunden oder bei Immunisierungsexperimenten in löslicher Form VLPs 
beigemischt werden. Ziel der durchgeführten Immunisierungsstudien war die Überprüfung der 
Adjuvans-Aktivität von CTB in den chimären Proteinen sowie die Induktion potentiell neutralisierender 
Mimotop-spezifischer Antikörper. 
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B Material und Methoden 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Fluka 
Chemie (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) 
und VWR (Darmstadt) in der Reinheitsstufe pro analysis bezogen. Zellkulturmaterialen stammten von 
Invitrogen (Darmstadt), PAN Biotech (Aidenbach), und BD Biosciences (Heidelberg), sonstiges 
Plastikmaterial von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Falcon (Osnabrück), Greiner (Frickenhausen), 
Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (Nümbrecht). Restriktionsendonukleasen und übrige Enzyme 
wurden von der Firma New England Biolabs (Frankfurt) bezogen. Tabelle B-1 enthält eine Übersicht 
häufig verwendeter Puffer. 
Von vorangegangener Auflistung abweichend eingesetzte Reagenzien und Materialien sind an 
entsprechender Stelle vermerkt. 
 
Bezeichnung  Zusammensetzung 
PBS 7 mM Na2HPO4, 3 mM NaH2PO4, 130 mM NaCl 
TBS 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl 
TTBS TBS, 0,05% Tween-20 
 
Tab. B-1: Übersicht häufig verwendeter Puffer 
 
B.1 Molekularbiologie 
Zur Klonierung von DNA-Konstrukten wurden übliche molekularbiologische Techniken 179 eingesetzt. 
Anhang E.2 enthält eine Übersicht aller in dieser Arbeit verwendeten und erzeugten Konstrukte. 
Synthetische Gensequenzen wurden von der Geneart AG (Regensburg) produziert. 
Nach Verdau der Ausgangsplasmide mit geeigneten Restriktionsendonukleasen (New England 
Biolabs, Frankfurt) gemäß Herstellerangaben wurden die gewünschten Banden für Vektor-Rückgrat 
und Insert mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction-System (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aus 
einem Agarosegel extrahiert. Dabei erfolgte die Dephosphorylierung des Vektor-Rückgrats in 
unmittelbarem Anschluss an den Restriktionsverdau unter Verwendung von Alkaline Phosphatase 
(Roche, Mannheim) laut Herstellerangaben. Zur Ligation mittels Quick Ligation Kit (New England 
Biolabs, Frankfurt) wurden Vektor-Rückgrat und Insert im molaren Verhältnis 3:1 eingesetzt. Für die 
anschließende Transformation des Ligationsansatzes wurden chemisch kompetente E. coli DH5α 
(Invitrogen, Darmstadt, Nr. 18265-017) nach der RbCl-Methode 80 hergestellt. Die Anzucht 
transformierter Bakterien erfolgte in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % 
(w/v) Trypton, 1 % (w/v) NaCl, pH 7,4) bzw. auf entsprechenden Kulturplatten (Luria-Bertani-Medium, 
1,5 % Agar) bei 37°C. Zur Selektion wurden den Medien je nach transformiertem Plasmid 
verschiedene Antibiotika (siehe Tab. B-2) zugesetzt. Die Gewinnung von Plasmid-DNA für analytische 
Zwecke erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse, gefolgt von einer Isopropanol-Fällung 21. Alle 
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klonierten Plasmide wurden mittels geeigneter Kontrollverdaue und über DNA-Sequenzierung, 
durchgeführt bei der Geneart AG (Regensburg), nach dem Sanger-Verfahren 182 überprüft.  
Zur Proteinexpression in E. coli eingesetzte Konstrukte wurden in die Stämme E. coli BL21(DE3) (New 
England Biolabs, Frankfurt, Nr. C2527I) bzw. E. coli Origami 2(DE3) (Novagen, Darmstadt, Nr. 71345-
3) eingebracht. Die Archivierung transformierter Bakterien erfolgte über bei -80 °C gelagerte 
Glycerinkulturen, bestehend aus 600 µl Bakterienkultur  versetzt mit 300 µl sterilem Glycerin (87 %). 
Größere Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad für Transfektionen wurden mit dem Qiagen 
Plasmid Purification Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. Um Kontaminationen 
durch immunmodulatorische, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) zu vermeiden erfolgte die 
Präparation von Plasmid-DNA zur Immunisierung von Versuchstieren mittels des EndoFree Plasmid 
Purification Mega bzw. Giga Kit (Qiagen, Hilden). Dabei wurde die DNA in sterilem PBS 
aufgenommen. 
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung isolierter DNA erfolgte über die Absorption bei 260 nm 
und das Lambert-Beersche Gesetz [A260 = 47,5 μg dsDNA / ml] bzw. das Verhältnis A260 / A280. 
 
Bezeichnung  Endkonzentration 
Ampicillin (Amp) 100 µg/ml 
Kanamycin (Kan) 50 µg/ml 
Tetracyclin (Tet) 12,5 µg/ml 
Streptomycin (Strep) 50 µg/ml 
 
Tab. B-2: Übersicht der zur Selektion eingesetzten Antibiotika 
 
B.2 Zellbiologie 
B.2.1 Zelllinien und Kultivierung 
Eukaryontische Zellen wurden nach gängigen Methoden in kommerziellem Flüssignährmedium 
kultiviert. Tabelle B-3 enthält eine Übersicht aller verwendeten Zelllinien mit Kurzbeschreibung und 
eingesetztem Medium.  
Die Kultivierung der adhärent wachsenden humanen HEK293T Zelllinie erfolgte bei 37 °C unter einer 
5-prozentigen CO2-Atmosphäre. Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen im Verhältnis 1:10 
subkultiviert. Die an das Wachstum in Suspension angepassten 293-F Zellen wurden zusätzlich zur 
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 bei 110 rpm geschüttelt. Hier erfolgte die Subkultivierung bei einer 
Zelldichte von 1 bis 3·106 Zellen, ebenfalls im Verhältnis 1:10.  
SF-9 und High 5 Insektenzellen wurden bei 27 °C gehalten und vor Erreichen der Konfluenz im 
Verhältnis 1:3 bis 1:5 subkultiviert.  
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Bezeichnung  Kurzbeschreibung  Medium 
HEK293T humane Ad5/SV40 (T) - 
transformierte Nierenepithelzellen 
(ATCC: CRL-11268) 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium (DMEM, 
Invitrogen, Darmstadt), 10 % inaktiviertes fötales 
Kälberserum (FCS, Invitrogen, Darmstadt), 100 µg/ml 
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin (PAN Biotech, 
Aidenbach) 
293-F humane Ad5- transformierte 
Nierenepithelzellen, angepasst an 
das Wachstum in Suspension 
(Invitrogen, Darmstadt, Nr. K9000-10) 
FreeStyle 293 Expression Medium  (Invitrogen, 
Darmstadt), 50 µg/ml Penicillin, 50 U/ml Streptomycin 
(PAN Biotech, Aidenbach), serumfrei 
SF-9 Spodoptera frugiperda Ovarzellen 
basierte Insektenzelllinie 
(ATCC: CRL-1711) 
Sf-900 II SFM (Invitrogen, Darmstadt), 100 µg/ml 
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin (PAN Biotech, 
Aidenbach), serumfrei 
High Five Trichoplusia ni  Eizell-
Homogenisat abgeleitete 
Insektenzelllinie 
(Invitrogen, Darmstadt, Nr. B855-02) 
InsectExpress (BioWhittaker, Walkersville), 100 µg/ml 
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin (PAN Biotech, 
Aidenbach), serumfrei  
 
Tab. B-3: Übersicht der verwendeten eukaryontischen Zelllinien 
Die Inaktivierung von FKS erfolgte durch 30 min Inkubation bei 56 °C. 
 
B.2.2 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen 
Das Einbringen von DNA in HEK293T Zellen erfolgte mit Hilfe von Polyethylenimin (PEI, Polysciences, 
Eppelheim). Hierfür wurden ca. 16 h vor der Transfektion 3·106 Zellen pro Petrischale (Fläche: 56,7 
cm2) ausgesät. Unmittelbar vor Zugabe der DNA wechselte man das Medium durch DMEM ohne 
Zusätze aus. 12 µg der jeweils einzubringenden DNA verdünnt in DMEM wurden mit 48 µl PEI 
vermischt (Gesamtvolumen: 600 µl) und, nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur, unter 
Schwenken auf die Zellen getropft. Vier Stunden nach der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel 
(DMEM, 10 % FKS, 100 µg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin). Zellen und Zellüberstände wurden 
in der Regel 72 h nach Transfektion geerntet. Für kleinere oder größere Ansätze wurde die Menge an 
Zellen, DNA und PEI proportional zur Fläche des verwendeten Kulturgefäßes angepasst. 
Alternativ zu PEI kamen auch FuGene 6 und FuGene HD Transfection Reagent (Roche, Mannheim) 
nach Herstellerangaben zum Einsatz. 
Die an das Wachstum in Suspension gewöhnten 293-F Zellen wurden ausschließlich zur Produktion 
von virusähnlichen Partikeln (virus like particles, VLPs) im Großmaßstab transfiziert. Dafür wurde, 
nach Einstellen der Zelldichte auf 1·106/ml mit FreeStyle 293 Expression Medium (Invitrogen, 
Darmstadt) ohne Zusätze, der Transfektionsansatz unter Schwenken zugetropft. Pro Kolben mit 30 ml 
Zellsuspension wurden davon 1,5 ml, bestehend aus 37,5 µg Gesamt-DNA und 120 µl PEI in DMEM 
ohne Zusätze, eingesetzt. Wie bei den HEK293T Zellen erfolgte ein Mediumwechsel (FreeStyle 293 
Expression Medium, 50 µg/ml Penicillin, 50 U/ml Streptomycin) nach 4 h und die Ernte der VLPs nach 
72 h. 
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B.2.3 Ernte von HEK293T Zellen und Überständen für analytische Zwecke 
Für Analysen im Western-Blot und ELISA wurden Kulturüberstände 72 h nach Transfektion 
abgenommen, über einen Filter der Porengröße 0,45 μm gereinigt und bis zur weiteren Verwendung 
bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden mit kaltem PBS abgespült, 5 min bei 300·g und 4 °C pelletiert und 
einmal mit kaltem PBS gewaschen (300·g, 5 min, 4 °C). Nach Resuspension in einem geeigneten 
Volumen RIPA-Puffer (50 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 % (w/v) SDS, 1 % (w/v) 
Nonidet P40, 0,5 % (w/v) Na-Deoxycholat; 1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche, Mannheim) pro 15 ml) folgten 30 min Inkubation auf Eis zur Zelllyse. Unlösliche Zelltrümmer 
wurden durch 5 min Zentrifugation bei 20.000·g und 4 °C sedimentiert, die Überstände in frische 
Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
Für die Analyse im Durchflusszytometer (FACS) wurden HEK293T Zellen 72 h nach Transfektion mit 
dem im Kulturgefäß befindlichen Medium abgespült, 5 min bei 300·g und 4 °C pelletiert und in 1 ml 
FACS-Puffer (PBS, 1 % FKS, 1 g/l NaN3) aufgenommen. Nach erneutem Waschen mit 1 ml FACS-
Puffer folgte die unter B.2.4 beschriebene Färbung mit spezifischen Antikörpern. 
B.2.4 FACS-Analyse 
Der Nachweis von Proteinen auf der Oberfläche von Zellen erfolgte mittels fluorescence activated cell 
sorting (FACS). 
Hierfür wurden, wie unter B.2.3 beschrieben, zweimal mit kaltem FACS-Puffer gewaschene Zellen 
zunächst mit einem spezifischen, in 100 µl FACS-Puffer verdünnten Primär-Antikörper, inkubiert 
(siehe Tabelle B-4). Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen mit einem, in 
100µl FACS-Puffer verdünnten, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundär-Antikörper (siehe Tabelle 
B-5) gefärbt, erneut zweimal gewaschen und in einem geeigneten Volumen FACS-Puffer auf-
genommen. Die Analyse erfolgte an einem FACSCalibur oder FACSCanto II  Gerät der Firma BD 
Biosciences (Heidelberg), wobei innerhalb der ausgewählten Population 10.000 Zellen gemessen 
wurden. Die resultierenden Daten wurden mit Hilfe des Programms FCS Express V3 ausgewertet.   
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung, 
Inkubationsbedingungen 
Beschreibung 
Anti-CTB GeneTex, Alton Parkway, USA 
(GTX21003) 
1:100 
30 min, 4 °C 
Maus, monoklonal 
 
2F5 Polymun, Wien, AT 
(AB001) 
1:588 
2 h, Raumtemperatur 
Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 ELDKWA 
4E10 Polymun, Wien, AT 
(AB004) 
1:588 
2 h, Raumtemperatur 
Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 NWFDIT 
 
Tab. B-4: Übersicht der für FACS-Analysen verwendeten Primär-Antikörper 
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Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung, 
Inkubationsbedingungen 
Beschreibung 
Anti-Maus- APC eBioscience, Frankfurt 
(17-4012) 
1:60 
30 min, 4 °C 
Affe, polyklonal 
 
Anti-Human-PE BD Pharmingen, Heidelberg 
(555787) 
1:6,7 
1 h, 4 °C 
Maus, monoklonal 
 
 
Tab. B-5: Übersicht der für FACS-Analysen verwendeten Sekundär-Antikörper 
 
B.2.5 Produktion virusähnlicher Partikel (VLP) in humanen Zellen 
Zur Produktion von VLPs im humanen System wurden HEK293T bzw. 293-F Zellen wie unter B.2.2 
beschrieben mit pcDNA3.1syngagIIIB, welches für das HIV Capsidprotein Gag codiert, transfiziert. Die 
Pseudotypisierung von VLPs erfolgte durch Cotransfektion von pcDNA3.1syngagIIIB mit der für das 
gewünschte rekombinante Protein codierenden DNA in einem molaren Verhältnis von 2:1 ohne 
Veränderung der eingesetzten Gesamt-DNA-Menge. Die Ernte der VLPs erfolgte, wie unter B.2.7 
beschrieben, 72 h nach Transfektion mittels Ultrazentrifugation. 
B.2.6 Produktion von VLPs mit rekombinantem Bakulovirus 
Die Produktion von VLPs mittels des rekombinanten Bakulovirus b-p55 207 erfolgte durch Infektion von 
High Five Insektenzellen. Der hierfür notwendige Virusstock wurde in SF9 Insektenzellen vermehrt. 
B.2.6.1 Vermehrung von Bakulovirusstocks 
Für die Infektion von SF9 Zellen mit dem rekombinanten Bakulovirus b-p55 207 ließ man pro 
Kulturflasche (Fläche: 75 cm2) 8·106 Zellen sedimentieren. Nach Entfernung des Mediums wurden 
zunächst 3,5 ml Infektionsmedium, bestehend aus 0,5 ml Virusstock und 3 ml Kultiviermedium (siehe 
Tabelle B-3), und nach 45 min Schwenken bei Raumtemperatur weitere 8,5 ml Kultiviermedium 
zugegeben. Die Virusernte erfolgte 7 Tage nach Infektion. Hierfür wurden die Zellen pelletiert (300·g, 5 
min, Raumtemperatur) und der Virus-enthaltende Überstand als neuer Virusstock bis zur weiteren 
Verwendung bei 4 °C gelagert. 
B.2.6.2 Infektion von High Five Zellen zur Produktion von VLPs  
Die Infektion von High Five Zellen mit dem rekombinanten Bakulovirus b-p55 207 zur Produktion von 
VLPs im Insektenzellsystem erfolgte analog der Infektion von SF9 Zellen (siehe B.2.6.1). Die Ernte der 
VLPs erfolgte, wie unter B.2.7 beschrieben, 72 h nach Transfektion mittels Ultrazentrifugation. 
B.2.7. Anreicherung von VLPs über Ultrazentrifugation 
Die Anreicherung von VLPs, produziert im humanen System oder über rekombinantes Bakulovirus, 
erfolgte mittels Ultrazentrifugation. 
Hierfür wurden Kulturüberstände 72 h nach Transfektion bzw. Infektion zur Abtrennung von Zellen 
zunächst für 20 min bei 3220·g und 4 °C zentrifugiert. Nach Auftragen der Überstände auf ein 30-
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prozentiges Saccharosekissen (PBS, 30 % (w/w) Saccharose) konnten die enthaltenen VLPs durch 
2 h Ultrazentrifugation bei 100.000·g und 4 °C angereichert werden. Die pelletierten VLPs wurden in 
einem geeigneten Volumen PBS aufgenommen und bei Bedarf bei -80 °C gelagert. Für verschiedene 
Analysemethoden erfolgte eine Lyse der VLPs durch Inkubation mit 0,5 % Triton X-100 (finale 
Konzentration) für 15 min bei Raumtemperatur. 
 
B.3 Proteinbiochemie 
B.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge diverser Proben erfolgte nach der Methode von Bradford 27 
mit dem BioRad Protein Assay (BioRad, München) nach Herstellerangaben. Als Standard diente stets 
eine BSA-Verdünnungsreihe. 
B.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE 115 wurden 
geeignete Mengen der zu untersuchenden Proben je nach Bedarf mit fünffach, zweifach oder einfach 
konzentriertem SDS Probenpuffer (62,5 mM Tris, 1 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 0,5 
mM EDTA, 5 % (w/v) Glycerin, 0,005 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt und 5 min bei 95 °C 
erhitzt. Als Standard diente der Precision Plus Protein All Blue Standard (BioRad, München) bzw. der 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot). Je nach erwünschtem 
Auftrennungsbereich wurden 1 mm dicke Gele mit 10, 12,5 oder 15 % Acrylamid eingesetzt.  
Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder einer Western-Blot Analyse (siehe B.3.3) oder 
einer Coomassie-Färbung unterzogen. Für letzteres wurde 30 min in Coomassie-Färbelösung (0,25 % 
(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure) geschüttelt und 
anschließend über Nacht in Entfärbe-Lösung (50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure) entfärbt. 
B.3.3 Western-Blot Analyse 
Über SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren 179,200 unter Verwendung einer 
einer BlueFlash Blotting-Apparatur (Serva, Heidelberg) nach Herstellerangaben aus dem Gel auf eine 
Nitrozellulose-Membran (0,45 μm; Schleicher Schuell, Dassel) transferiert. Zur Absättigung 
unspezifischer Bindestellen wurde die Membran über Nacht bei 4°C in Blockierungspuffer (TTBS, 5% 
(w/v) Magermilchpulver) geschüttelt. Nach 2 h  Inkubation bei Raumtemperatur mit einem spezifischen 
Primär-Antikörper (siehe Tabelle B-6) wurde dreimal mit TTBS (10 min, Raumtemperatur) gewaschen. 
Mit dem verwendeten Sekundär-Antikörper, Horseradish Peroxidase (HRP) oder Alkaline 
Phosphatase (AP) gekoppelt (siehe Tabelle B-7), wurde anschließend eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit TTBS und einem Waschschritt 
mit TBS wurden die Antikörper-Antigen-Komplexe auf der Membran im Fall eines HRP gekoppelten 
Sekundär-Antikörpers mit Hilfe des SuperSignal West Femto oder Pico Substrates (Thermo Fisher 
Scientific, Bonn) im Geldokumentationssystem ChemiLux Imager (Intas, Göttingen) detektiert. Bei AP 
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gekoppelten Sekundär-Antikörpern erfolgte die Detektion nach Zugabe von NBT/BCIP Stock Solution 
(Roche, Mannheim) in AP-Färbepuffer (100 mM Tris/HCl pH 9,5, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl) durch 
Bildung eines rötlichen Niederschlages. 
Im Falle der Detektion mittels HRP konnten Membranen für die anschließende Analyse mit anderen 
Antikörpern regeneriert werden. Hierfür wurde 30 min bei 50 °C mit Regenerierungspuffer (62,5 mM 
Tris/HCl pH 6,7, 100 mM ß-Mercaptoethanol, 2 % SDS) inkubiert und anschließend zweimal mit TTBS 
gewaschen. 
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-CTB Sigma, Deisenhofen 
(C 3062) 
1:5000 Kaninchen, polyklonal 
2F5 Polymun, Wien, AT 
(AB001) 
1:2000 Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 ELDKWA 
4E10 Polymun, Wien, AT 
(AB004) 
1:2000 Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 NWFDIT 
Anti-HIV-1 Pr55gag Wolf et al., 1990 219 1:500 Maus, monoklonal 
13/5 (p24/55IIIB, AS 147-154) 
Anti-GST Rockland, Gilbertsville, USA 
(100-101-200) 
1:5000 Ziege, polyklonal 
Anti-gp64 eBioscience, Frankfurt 
(14-6995) 
1:500 Maus, monoklonal 
AcV5 (Bakulovirus env gp64) 
 
Tab. B-6: Übersicht der im Western-Blot verwendeten Primär-Antikörper 
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-Kaninchen-HRP Thermo Fisher Scientific, Bonn 
(31460) 
1:5000 Ziege, polyklonal 
 
Anti-Human-HRP Dako, Hamburg 
(P0214) 
1:1000 Kaninchen, polyklonal 
 
Anti-Ziege-HRP Dako, Hamburg 
(P0449) 
1:5000 Kaninchen, polyklonal 
Anti-Maus-AP BioRad, München 
(170-6520) 
1:2000 Ziege, polyklonal 
Anti-Ziege-AP Jackson, Newmarket, UK 
(305-055-003) 
1:5000 Kaninchen, polyklonal 
 
Tab. B-7: Übersicht der im Western-Blot verwendeten Sekundär-Antikörper 
 
B.3.4 Nachweis von Pr55Gag mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) 
Der Nachweis von Pr55Gag in nicht angereicherten Kulturüberständen erfolgte über einen HIV-1 
Capsidantigen-spezifischen ELISA 127. Diese Methode ist sehr sensitiv, jedoch spezifisch für 
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prozessiertes Capsid, weshalb die Quantifizierung der Pr55Gag Menge angereicherter VLPs im 
Allgemeinen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Färbung (siehe B.3.2) durchgeführt wurde.  
Zur Ermittlung eines Faktors zwischen prozessiertem Capsid und Pr55Gag wurde rekombinante HIV-1 
Protease (Bachem, Weil am Rhein) zu Hilfe gezogen. Dafür wurden angereicherte VLPs zunächst 
durch Zugabe von 0,5 % Triton X-100 für 15 min bei Raumtemperatur lysiert. Anschließend wurden 
die VLPs in 50 bis 250fachem Volumen Proteasepuffer (0,1M NaAc, pH 5,0, 0,5 M NaCl, 4 mM EDTA, 
5 mM DTT, 0,1% Triton X-100 (w/v)) aufgenommen und mit einem Überschuss an HIV-1 Protease für 
zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die Vollständigkeit der Prozessierung wurde im Western-Blot (siehe 
B.3.3) mit den im Capsidantigen-spezifischen ELISA verwendeten Antikörpern überprüft. Prozessierte 
und unprozessierte Proben wurden im ELISA verglichen. 
B.3.5 Quantifizierung von Proteinen über SDS-PAGE 
Die Bestimmung der Pr55Gag Menge verschiedener, über Ultrazentrifugation angereicherter VLP-
Chargen sowie die Bestimmung der CTB Menge in E. coli exprimierter und aufgereinigter CTB-
Varianten, erfolgte über SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung (siehe B.3.2). Die 
Pr55Gag bzw. CTB Bande wurde mit Hilfe einer BSA-Verdünnungsreihe quantifiziert. Zur Auswertung 
wurde das Programm Gel-Pro Analyzer 6.0 (MediaCybernetics, Bethesda, USA)  verwendet. 
B.3.6 Aufbereitung von VLPs über Zonalzentrifugation im Saccharosegradient 
Über Ultrazentrifugation angereicherte VLPs wurden für diverse Analysen einer Zonalzentrifugation 
unterzogen. 
Hierfür wurden die VLPs auf einen 10 bis 50 prozentigen Saccharosegradienten (PBS, 10-50 % (w/w) 
Saccharose) geschichtet. Nach 2,5 h Zentrifugation bei 100.000·g und 16 °C wurden, von oben 
beginnend, Fraktionen à 500 µl abgenommen. Für eine Analyse im Western-Blot wurden die 
einzelnen Fraktionen mittels Trichloressigsäure (TCA) gefällt (siehe B.3.7). In allen anderen Fällen 
wurden die VLP enthaltenden Fraktionen zusammengeführt und zur Entfernung der Saccharose mit 
PBS versetzt und erneut bei 100.000·g und 4 °C für 2 h zentrifugiert. Die pelletierten VLPs wurden in 
einem geeigneten Volumen PBS aufgenommen und bei Bedarf bei -80 °C gelagert. 
B.3.7 Fällung von Proteinen mit Trichloressigsäure 
Zu fällende Proben wurden mit einem Viertel Volumen 100 % (w/v) Trichloresssigsäure (TCA) 
versetzt, für 10 min bei 4 °C inkubiert und anschließend bei 20.000·g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. 
Das Pellet wurde zweimal mit 200 µl kaltem Aceton gewaschen (20.000·g, 4 °C, 5 min) und ca. 10 min 
bei 95 °C getrocknet. Für die anschließende Analyse im Western-Blot wurden die gefällten Proteine in 
20 µl H2O aufgenommen und mit 5 µl fünffach konzentriertem SDS Probenpuffer (siehe B.3.2) 
versetzt. Im Falle einer Gelbfärbung des Puffers (niedriger pH) wurde der pH durch Zugabe von 1 M 
Tris/HCl pH 8,0 neutralisiert. 
B.3.8 Quantifizierung der Beladung von VLPs mit chimärem CTB 
Zur Bestimmung der Menge an chimären CTB Proteinen pro VLP wurden über Zonalzentrifugation 
aufbereitete VLPs (siehe B.3.6) eingesetzt. Dabei wurde die Menge an Pr55Gag wie unter B.3.5 
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beschrieben ermittelt. Die Quantifizierung von CTB erfolgte mittels Western-Blot Analyse (siehe 
B.3.3). Hierfür wurde ein zur Bestimmung der Pr55Gag Menge identisches Volumen derselben VLP-
Charge aufgetragen. Das enthaltene CTB wurde mit Hilfe einer Verdünungsreihe von kommerziellem 
CTB (Sigma, Deisenhofen), nach spezifischer Markierung über einen anti-CTB Antikörper (siehe 
Tabelle B-6), quantifiziert. Zur Auswertung wurde das Programm Gel-Pro Analyzer 6.0 
(MediaCybernetics, Bethesda, USA)  verwendet. Bei der Ermittlung der Stöchiometrie CTB pro VLP 
wurde nach Briggs et al., 2004 29 ein Verhältnis von 5000 Pr55gag Proteinen pro VLP mit einbezogen.   
B.3.9 Immunogoldmarkierung und elektronenmikroskopische Aufnahme 
von VLPs 
Zur Visualisierung chimärer CTB Proteine auf der Oberfläche von VLPs wurden Immunmarkierungen 
mit anschließender Analyse im Elektronenmikroskop durchgeführt. 
Hierfür wurden 300 µg (bezogen auf Pr55Gag, siehe B.3.5) über Ultrazentrifugation angereicherte VLPs 
mit dem gewünschten Primär-Antikörper (siehe Tabelle B-8) 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Um 
anschließend ungebundenen Antikörper zu entfernen, wurden die markierten VLPs über Zonal-
zentrifugation im Saccharosegradient (siehe B.3.6) aufbereitet. Alle weiteren Schritte, inklusive der 
Inkubation mit einem Gold-gekoppelten Sekundär-Antikörper (siehe Tabelle B-9), wurden vom 
Zentralen Labor für Elektronenmikroskopie (ZEM) der Universität Regensburg durchgeführt. Alternativ 
wurde die gesamte Markierung, ohne zwischengeschaltete Zonalzentrifugation, vom ZEM 
durchgeführt.  
Als Kontrolle für die spezifische Markierung wurden Proben nur mit Sekundär-Antikörper bzw. mit 
einem nicht für den Primär-Antikörper spezifischen Sekundär-Antikörper behandelt. Als weitere 
Kontrolle dienten VLPs ohne chimäres CTB auf der Oberfläche. 
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-CTB Sigma, Deisenhofen 
(C 3062) 
1:500 - 1:5000 Kaninchen, polyklonal 
2F5 Polymun, Wien, AT 
(AB001) 
1:100 – 1:1000 Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 ELDKWA
 
Tab. B-8: Übersicht der für Immunogoldmarkierungen verwendeten Primär-Antikörper 
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-Kaninchen-Gold Aurion, Biotrend, Köln 
(810.066) 
1:20 Ziege, polyklonal 
10 nm Gold 
Anti-Human-Gold Aurion, Biotrend, Köln 
(810.011) 
1:20 Ziege, polyklonal 
10 nm Gold 
 
Tab. B-9: Übersicht der für Immunogoldmarkierungen verwendeten Sekundär-Antikörper 
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B.3.10 Chemische Quervernetzung chimärerer CTB Proteine auf der VLP-
Oberfläche 
Um die Pentamerisierung chimärer CTB Proteine auf der Oberfläche von VLPs zu überprüfen, wurde 
eine chemische Quervernetzung benachbarter Oberflächenproteine durchgeführt. 
Hierfür wurden über Ultrazentrifugation angereicherte VLPs mit einer finalen Konzentration von 4 oder 
8 mM Bis[sulfosuccinimidyl] Suberate (BS3, Thermo Fisher Scientific, Bonn) nach Herstellerangaben 
behandelt. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 
Tris/HCl pH 7,5 (Endkonzentration 20mM) und weiteren 15 min bei Raumtemperatur abgestoppt. Für 
eine Analyse im Western-Blot wurden die Proben mit einfachem Volumen fünffach konzentriertem 
SDS Probenpuffer (siehe) versetzt (final also 2,5fach konzentriert) und 5 min bei 95 °C erhitzt. 
Kommerzielles CTB (Sigma, Deisenhofen) sowie nicht mit BS3 behandelte Proben dienten als 
Kontrolle. 
B.3.11 Proteinexpression in E. coli 
Die Produktion rekombinanter CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne erfolgte mit dem 
pET-49b(+) Vektorsystem (Novagen, Darmstadt) in den Bakterienstämmen E. coli BL21(DE3) (New 
England Biolabs, Frankfurt, Nr. C2527I) bzw. E. coli Origami 2(DE3) (Novagen, Darmstadt, Nr. 
71345-3). Das Kontrollprotein GST wurde mit Hilfe des Vektors pGEX-KG (GE Healthcare, München) 
in E. coli BL21(DE3) produziert. 
Aus einer über-Nacht-Kultur der jeweiligen Bakterien wurde frisches LB-Medium angeimpft und bei 
37 °C und 220 rpm geschüttelt. Tabelle B-10 enthält eine Übersicht der optimierten Expressions-
bedingungen jedes Konstruktes. Die Proteinproduktion wurde bei der jeweils angegebenen OD595 
durch Zugabe von IPTG (finale Konzentration 1 mM) induziert. Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte 
die Ernte der Bakterien durch 15 min Zentrifugation bei 6.000·g und 4 °C. 
 
Protein Bakterienstamm Antibiotika Kulturvolumen 
pro 5 l Kolben 
OD595  
bei Induktion 
Temperatur 
bei Induktion 
Inkubationszeit 
GST E. coli BL21(DE3) Amp 
 
400 ml  0,6 37 °C 2 h 
CTBGST E. coli Origami 2(DE3) Kan,  
Tet, Strep 
500 ml 0,5 20 °C 1,5 h 
mCTBGST E. coli Origami 2(DE3) Kan,  
Tet, Strep 
500 ml 0,5 20 °C 1,5 h 
 
Tab. B-10: Übersicht der optimierten Expressionsbedingungen  
 
Das Bakterienpellet wurde in 20 ml kaltem NETN-Puffer (20 mM Tris/HCl pH 8,0, 0,5 % (v/v) Nonidet 
P-40, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) resuspendiert, bei -80 °C eingefroren, wieder 
aufgetaut, mit 400 µl Lysozym (50 mg/ml Lysozym in 10 mM Tris, pH 8,0) versetzt und 30 min bei 4 °C 
unter Rotieren inkubiert. Nach Ultraschall-Behandlung (Bandelin Sonoplus, 5 min, Cycle 5, Intensität 
60 %, auf Eis) wurden unlösliche Bestandteile durch 1 h Zentrifugation bei 20.000·g und 4 °C 
abgetrennt. 
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Da die rekombinanten CTB-Varianten als GST-Fusionsproteine konstruiert wurden, konnte zur 
affinitätschromatographischen Aufreinigung der Proteine Glutathion-Sepharose (Glutathion-Sepharose 
4B, GE Healthcare, München) verwendet werden. Pro 20 ml Lysat wurden dabei 0,25 ml Glutathion-
Sepharose eingesetzt. Zur Äquilibrierung wurde die Sepharose 3x mit 25 ml NETN-Puffer gewaschen 
(5x invertieren, 500·g, 7 min, 16 °C). Nach Inkubation von Lysat und Sepharose über Nacht bei 4 °C 
unter Rotieren wurde erneut zentrifugiert und das Protein-tragende Sepharose-Pellet zunächst dreimal 
mit 25 ml NETN-Puffer, dann dreimal mit 25 ml Waschpuffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 
1 mM EDTA) gewaschen. Zur Elution wurde die Glutathion-Sepharose in eine Säule überführt, in 
einem der Sepharose entsprechenden Volumen Elutionspuffer (Waschpuffer mit 20 mM Glutathion)  
resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend konnten Elutionsfraktionen à 
1 ml gesammelt werden. Durch wiederholte Resuspension in Elutionspuffer wurden auf diese Weise 
so lange Fraktionen gesammelt bis eine Proteinbestimmung nach Bradford (siehe B.3.1) auf eine 
deutliche Abnahme der Konzentration eluierten Proteins hinwies. 
Die einzelnen Schritte der Proteinproduktion und Aufreinigung wurden durch Analyse entnommener 
Aliquots mittels SDS-PAGE und Coomassie-Färbung oder Western-Blot kontrolliert.  
Für Immunisierungsexperimente erfolgte die Proteinproduktion in größerem Maßstab. Hierbei wurde 
die Menge aller verwendeten Reagenzien und Lösungen proportional zum eingesetzten 
Kulturvolumen erhöht. Proteinenthaltende Elutionsfraktionen wurden vereinigt und dreimal gegen je 3 l 
PBS dialysiert (Größenausschluss abgestimmt auf die jeweilige Proteingröße). Anschließend filtrierte 
man über einen 0,22 µm Sterilfilter speziell für proteinhaltige Proben (Millex GP, Millipore, Bedford, 
USA) und quantifizierte die Menge an gereinigtem Protein mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Färbung (siehe B.3.2). Unter Verwendung von Amicon Ultra-4 Centrfugal Filter Devices (Millipore, 
Bedford, USA) konnte die für Immunisierungen erforderliche Konzentration, überprüft mittels erneuter 
Quantifizierung über SDS-PAGE, eingestellt werden. 
B.3.12 GM1 ELISA 
Um die Funktionalität rekombinater CTB Proteine zu überprüfen, wurden diese einem ELISA 
unterzogen, bei dem Platten mit dem Monosialogangliosid GM1 beschichtet wurden. Die Detektion an 
GM1 gebundenen Proteins erfolgte mit einem CTB-spezifischen, einem GST-spezifischen sowie mit 
dem HIV-1 gp41 MPER-spezifischen Antikörper 2F5.  
Um eine Konzentration von 2,5 ng/µl GM1 (Sigma, Deisenhofen) zu erhalten, wurde dieses in 
Carbonatpuffer (0,2 M NaHCO3 pH 9,5 eingestellt mit 0,2 M Na2CO3) verdünnt. Die verwendeten 96-
Napf Maxisorp Platten (Nunc, Wiesbaden) wurden über Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer mit 
100 µl Verdünnung pro Napf inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (300µl pro Napf und Waschschritt) 
der beschichteten Platten mit Waschpuffer (PBS, 0,05% Tween-20) erfolgte eine einstündige 
Inkubation mit je 200 µl Blockierungspuffer (PBS, 0,5 % Gelatine). Von den zu untersuchenden 
Proteinen wurden serielle 1:10 Verdünnungen (Start mit 0,1 µg/µl) in PBS hergestellt. Die Platten 
wurden mit 100 µl Verdünnung pro Napf 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend erneut 
sechsmal mit Waschpuffer gewaschen. Danach folgte eine einstündige Inkubation bei 
Raumtemperatur mit je 100 μl 2F5, anti-CTB oder anti-GST Antikörper (siehe Tabelle B-11), jeweils 
verdünnt in Verdünnungspuffer (PBS, 0,05 % Gelatine). Nach zehnmaligem Waschen wurde mit je 
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100 µl eines, für den verwendeten Primär-Antikörper spezifischen, HRP-gekoppelten Sekundär-
Antikörpers (siehe Tabelle B-11), verdünnt in Verdünnungspuffer, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert 
und wieder zehnmal gewaschen. Das Anfärben der Antikörperkonjugate erfolgte mit 100 μl TMB-
Substratlösung (BD Pharmingen, Heidelberg). Nach ausreichender Inkubation im Dunkeln bei 
Raumtemperatur (deutliche blaue Farbentwicklung) wurde die Reaktion mit 50 μl 1 N H2SO4 
abgestoppt und die Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm photometrisch 
bestimmt. 
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-CTB Sigma, Deisenhofen 
(C 3062) 
1:1.000 Kaninchen, polyklonal 
Anti-GST Rockland, Gilbertsville, USA 
(100-101-200) 
1:1.500 Ziege, polyklonal 
2F5 Polymun, Wien, AT 
(AB001) 
1:200 Human, monoklonal 
Epitop: HIV-1 gp41 ELDKWA
Anti-Kaninchen-HRP Thermo Fisher Scientific, Bonn 
(31460) 
1:2.000 Ziege, polyklonal 
 
Anti-Ziege-HRP Dako, Hamburg 
(P0449) 
1:10.000 Kaninchen, polyklonal 
Anti-Human-HRP Dako, Hamburg 
(P0214) 
1:6.000 Kaninchen, polyklonal 
 
 
Tab. B-11: Übersicht der im GM1 ELISA verwendeten Antikörper 
 
B.3.13 CTB ELISA 
Die Qualität der Bindung des in diversen Experimenten eingesetzten CTB-spezifischen Antikörpers 
C 3062 (Kaninchen, polyklonal; Sigma, Deisenhofen) an die verschiedenen rekombinanten CTB-
Varianten wurde mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs untersucht. 
Zum Beschichten der verwendeten 96-Napf Maxisorp Platten (Nunc, Wiesbaden) wurde ein GST-
spezifischer Antikörper (siehe Tabelle B-11) in Carbonatpuffer (0,1 M NaHCO3, pH 9,5 eingestellt mit 
0,1 M Na2CO3) verdünnt. Die Platten wurden mit 100 µl Verdünnung pro Napf über Nacht bei 4 °C in 
einer Feuchtkammer inkubiert. Von den zu untersuchenden Proteinen wurden serielle 1:10 
Verdünnungen (Start mit 0,1 µg/µl) in PBS hergestellt. Nach dreimaligem Waschen (300 µl pro Napf 
und Waschschritt) der beschichteten Platten mit Waschpuffer (PBS, 0,05% Tween-20) wurde mit 
100 µl Probenverdünnung pro Napf 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend erneut 
sechsmal mit Waschpuffer gewaschen. Danach folgte eine einstündige Inkubation bei 
Raumtemperatur mit je 100 μl anti-CTB Antikörper (siehe Tabelle B-11), jeweils verdünnt in 
Verdünnungspuffer (PBS, 1 % BSA). Nach zehnmaligem Waschen wurde mit je 100 µl eines, für den 
verwendeten Primär-Antikörper spezifischen, HRP-gekoppelten Sekundär-Antikörpers (siehe Tabelle 
B-11), verdünnt in Verdünnungspuffer, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und wieder zehnmal 
gewaschen. Das Anfärben der Antikörperkonjugate erfolgte mit 100 μl TMB-Substratlösung (BD 
Pharmingen, Heidelberg). Nach ausreichender Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur (deutliche 
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blaue Farbentwicklung) wurde die Reaktion mit 50 μl 1 N H2SO4 abgestoppt und die Absorption der 
Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm photometrisch bestimmt.  
B.3.14 Chemische Kopplung von löslichem CTB an VLPs 
Verschiedene rekombinante CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne wurden mit Hilfe chemischer 
Reaktionen auf die Oberfläche von VLPs aufgebracht. 
B.3.14.1 Kopplung mittels Biotinylierung und Streptavidin 
Zunächst wurden sowohl über Ultrazentrifugation angereicherte VLPs als auch kommerzielles CTB 
(Sigma, Deisenhofen) unter Verwendung von Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Fisher Scientific, Bonn) nach 
Herstellerangaben biotinyliert. Nach Abtrennung von ungebundenem Biotin über Zeba Desalt Spin 
Columns (Thermo Fisher Scientific, Bonn) erfolgte die Kopplung beider Komponenten analog Kang et 
al., 2003  durch Zugabe von Streptavidin 103. Zur Analyse wurden die gekoppelten VLPs u. a. einer 
Immunogoldmarkierung unterzogen (siehe B.3.9). 
B.3.14.2 Kopplung mittels Sulfo-NHS 
Die Kopplung von CTB an VLPs mittels Sulfo-NHS und EDC (Thermo Fisher Scientific, Bonn) erfolgte 
nach Herstellerangaben. Die jeweils eingesetzte rekombinante CTB-Variante wurde dabei zunächst in 
einen aminreaktiven NHS-Ester überführt. Die Reaktion der NHS-Ester mit freien Aminogruppen auf 
VLPs resultierte dann in der kovalenten Bindung zwischen CTB und VLPs. Für Analysen bzw. zur 
weiteren Verwendung wurden die gekoppelten VLPs über Zonalzentrifugation  im Saccharosegradient 
(siehe B.3.6) aufbereitet oder einer Immunogoldmarkierung unterzogen (siehe B.3.9). 
B.3.15 Test in vivo eingesetzter Proben auf Endotoxin  
Die Nicht-Überschreitung der zulässigen Menge an bakteriellem Endotoxin 30 aller in vivo eingesetzter 
Proben wurde unter Verwendung des Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000 (Lonza,  Basel, CH) nach 
Herstellerangaben kontrolliert. 
 
B.4 Immunologie 
B.4.1 Haltung und Immunisierung von Versuchstieren 
Für Immunisierungsstudien im Mausmodell wurden weibliche Mäuse der Inzuchtrasse BALB/cAnNCrl 
(H-2d) (Charles River, Sulzfeld) verwendet. Die Tiere wurden in der Tierversuchsanlage des 
Universitätsklinikums Regensburg gehalten. Falls nicht anders vermerkt, folgten auf eine 
Grundimmunisierung (Prime) im Alter von 8 Wochen zwei weitere Immunisierungen (Boost), vier und 
sieben Wochen nach dem Prime. Zur intramuskulären (i.m.) und nasalen (i.n.) Immunisierung wurden 
die Tiere zunächst mittels des Inhalationsnarkotikums Isoflurane (Baxter, Unterschleißheim) betäubt. 
Für i.m. Immunisierungen wurde die Region um die Einstichstelle rasiert und die gewünschte Menge 
eines entsprechenden Antigens in einem Volumen von je 50 μl langsam in beide Schienbeinmuskeln 
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(tibialis anterior) injiziert. Bei i.n. Verabreichung wurde das entsprechende Antigen, in einem Volumen 
von 25 μl in die Nase der betäubten Mäuse eingetropft. 
Die Immunisierung der Kaninchen (New Zealand White) wurde an der University of Cambridge in der 
Arbeitsgruppe von Professor Jonathon Heeney durchgeführt. 
B.4.2 Auslesen humoraler Immunantworten 
B.4.2.1 Gewinnung von Seren 
Soweit nicht anders vermerkt, wurde den Versuchstieren jeweils einen Tag vor Prime und erstem 
Boost sowie 2 Wochen nach dem erstem und 1 Woche nach dem zweitem Boost Blut entnommen. 
Dazu wurde die Schwanzvene nach Erwärmung mittels einer Rotlichtlampe mit einem sterilen Skalpell 
angeritzt und 100-500 μl Blut wurden direkt in einem Probengefäß aufgefangen. Zur Serumgewinnung 
wurde das Blut zunächst 1 h bei 37 °C und anschließend 1 h bei 4 °C inkubiert. Der klare Überstand 
nach Zentrifugation (20.000·g, 4 °C, 15 min) wurde in frische Probengefäße überführt und bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.  
Die Gewinnung von Seren bei Kaninchen erfolgte an der University of Cambridge in der Arbeitsgruppe 
von Professor Jonathon Heeney. 
B.4.2.2 Gesamtimmunglobulin ELISA 
Die Bestimmung Antigen-spezifischer Antikörpertiter (Gesamtimmunglobulin) von Maus- bzw. 
Kaninchenseren erfolgte mittels Endpunktdilutions-ELISA. Hierbei wurden Antworten gegen HIV-1 IIIB 
Pr55Gag, CTB oder das MPER Mimotop ausgelesen.  
Zum Beschichten der verwendeten 96-Napf Maxisorp Platten (Nunc, Wiesbaden) wurde das 
entsprechende Antigen (siehe Tabelle B-12) in Carbonatpuffer (0,2 M NaHCO3, pH 9,5 eingestellt mit 
0,2 M Na2CO3) verdünnt. Die Platten wurden mit 100 µl Verdünnung pro Napf über Nacht bei 4 °C in 
einer Feuchtkammer inkubiert. Von den Seren wurden 12 serielle 1:2 Verdünnungen (Start je nach 
Versuch mit 1:10, 1:20, 1:100 usw., maximale Verdünnung 1:3.072.000) in Verdünnungspuffer (PBS, 
2 % (v/v) FCS; 3 % (v/v) Tween-20) hergestellt. Nach fünfmaligem Waschen (300 µl pro Napf und 
Waschschritt) der beschichteten Platten mit Waschpuffer (PBS, 0,05% Tween-20) wurden pro Napf  
100 μl Serumverdünnung aufgetragen. Im Anschluss an 2 h Inkubation bei 37 °C wurde erneut 
fünfmal mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurde mit je 100 μl eines HRP-gekoppelten anti-Maus 
Ig Antikörpers (Kaninchen, polyklonal; Dako, Hamburg; 1:2.000 verdünnt in Verdünnungspuffer) bzw. 
100 µl eines HRP-gekoppelten anti-Kaninchen Ig Antikörpers (Ziege, polyklonal; Thermo Fisher 
Scientific, Bonn; 1:2.000 verdünnt in Verdünnungspuffer) 1 h bei 37 °C inkubiert und wiederum 
fünfmal gewaschen. Zum Entwickeln einer Farbreaktion wurden je 100 μl TMB-Substratlösung (BD 
Pharmingen, Heidelberg) zugegeben. Nach Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur bis zu einer 
deutlichen blauen Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 50 μl 1 N H2SO4 abgestoppt und die 
Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm photometrisch bestimmt.  
Der Antikörpertiter wurde ermittelt als der reziproke Wert derjenigen Serumverdünnung, bei der die 
gemessene Absorption gerade noch dreimal so hoch ist, wie die des auf derselben Platte parallel 
gemessenen Präimmunserums.  
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Bezeichnung  Bezugsquelle  finale Konzentration 
HIV-1 IIIB Pr55Gag VLP Eigenproduktion 1ng/µl 
CTB Sigma, Deisenhofen 2,5ng/µl 
MPER Peptid Pepscan, Lelystad, NE (Sequenz siehe E.3) 2,5ng/µl 
 
Tab. B-12: Übersicht der zur Beschichtung verwendeten Antigene 
 
B.4.2.3 Auslesen neutralisierender Aktivität 
Zum Auslesen der neutralisierenden Aktivität von Seren mit MPER-spezifischen Antikörpern wurden 
die Proben einem TZM.bl Neutralisationstest unterzogen (durchgeführt vom CAVD Neutralizing 
Antibody Laboratory, Harvard Medical School). Dabei werden TZM.bl Zellen, die neben CD4 beide 
möglichen Corezeptoren für eine HIV-Infektion tragen, zunächst mit den potentiell neutralisierenden 
Seren und anschließend mit verschiedenen Virus Isolaten inkubiert. Der Messung erfolgter Infektion 
dient ein, durch den HIV LTR Promotor regulierter Reporter 119. Untersucht wurde die Neutralisation 
folgender Clades: SHIV-89.6P (Tier 2, Clade B), MN (Tier 1, Clade B), MW965.26 (Tier 1, Clade C) 
und TV1.21 (Tier 1, Clade C). 
B.4.3 Auslesen mukosaler Immunantworten 
B.4.3.1 Bronchoalveolare Lavage (BAL) 
Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Versuchstiere acht Tage nach der letzten Immunisierung 
durch Begasung mit CO2 getötet. Bei den auf Styropor fixierten Mäusen wurde nach Desinfektion des 
Halsbereichs mit Ethanol durch Entfernung von Fell und Gewebe die Trachea freigelegt. Mittels eines 
kleinen, kopfnahen Schnittes wurde eine abgestumpfte Kanüle ca. 6 mm tief in die Trachea eingeführt 
und mit einem Stück Bindfaden fixiert. Über die Kanüle wurde die Lunge mit insgesamt 1 ml PBS (10 
mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl) zweimal gespült und die Spülflüssigkeit in 
ein Probengefäß überführt. Der klare Überstand nach Zentrifugation (20.000·g, 4 °C, 15 min) wurde in 
frischen Probengefäßen bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
B.4.3.2 IgA Antikörper ELISA 
Die Bestimmung Antigen-spezifischer IgAs erfolgte mittels Endpunktdilutions-ELISA. Hierbei wurden 
Antworten gegen HIV-1 IIIB Pr55Gag, CTB oder das MPER Mimotop ausgelesen. 
Zum Beschichten der verwendeten 96-Napf Maxisorp Platten (Nunc, Wiesbaden) wurde das 
entsprechende Antigen (siehe Tabelle B-12) in Carbonatpuffer (0,2 M NaHCO3, pH 9,5 eingestellt mit 
0,2 M Na2CO3) verdünnt. Die Platten wurden mit 100 µl Verdünnung pro Napf über Nacht bei 4 °C in 
einer Feuchtkammer inkubiert. Von den zu untersuchenden BALs wurden serielle 1:2 Verdünnungen 
(Start je nach Versuch mit 1:2, 1:10, 1:100 usw., maximale Verdünnung 1:3.072.000) in 
Verdünnungspuffer (PBS, 2 % (v/v) FCS, 3 % (v/v) Tween-20) hergestellt. Nach fünfmaligem 
Waschen (300 µl pro Napf und Waschschritt) der beschichteten Platten mit Waschpuffer (PBS, 0,05% 
Tween-20) wurden 100 μl der hergestellten BAL Verdünnungen aufgetragen. Im Anschluss an 2 h 
Inkubation bei 37 °C wurde erneut sechsmal mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurde mit je 100 μl 
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eines Biotin-gekoppelten anti-Maus IgA Antikörpers (Ratte, monoklonal; BD Pharmingen, Heidelberg; 
1:1000 verdünnt in Verdünnungspuffer) 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend zehnmal 
gewaschen. Mit je 100 µl eines Streptavidin-HRP-Konjugates (Roche, Mannheim; verdünnt auf 0,05 
U/ml in Verdünnungspuffer) wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und erneut sechsmal 
gewaschen. Zum Entwickeln einer Farbreaktion wurden je 100 μl TMB-Substratlösung (BD 
Pharmingen, Heidelberg) zugegeben. Nach Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur bis zu einer 
deutlichen blauen Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 50 μl 1 N H2SO4 abgestoppt und die 
Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm photometrisch bestimmt.  
Der Antikörpertiter wurde ermittelt als der reziproke Wert derjenigen BAL-Verdünnung, bei der die 
gemessene Absorption gerade noch zweimal so hoch ist, wie die einer auf derselben Platte parallel 
gemessenen Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten BALs nicht immunisierter Mäuse. 
B.4.4 Auslesen zellulärer Immunantworten 
B.4.4.1 Generierung primärer Maussplenozyten 
Direkt im Anschluss an die bronchoalveolare Lavage (siehe B.4.3.1) wurde die Milz jeder Maus unter 
Verwendung eines sterilen Präparationsbestecks entnommen und in 5 ml Waschpuffer (PBS, 1 % 
FCS) aufgenommen. Alle folgenden Schritte wurden unter sterilen, für die Zellkultivierung gängigen 
Bedingungen ausgeführt. Die Milzen wurden inklusive Waschpuffer in Petrischalen überführt und mit 
dem Stempel einer 5 ml Spritze in einem Nylonfilter (100 μm Porengröße) zerrieben. Nach 
Überführung der entstandenen Zellsuspension in ein 50 ml Gefäß wurden die Zellen pelletiert (300·g, 
Raumtemperatur, 5 min), zur Entfernung der Erythrozyten (Hämolyse) in 5 ml Lysepuffer (150 mM 
NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2) resuspendiert und sofort erneut pelletiert (300·g, 
Raumtemperatur, 5 min). Die zweimal mit je 10 ml Waschpuffer gewaschenen (300·g, Raum-
temperatur, 5 min) Zellen wurden in Komplettmedium (RPMI-1640, 5 % FKS, 100 µg/ml Penicillin, 
100µg/ml Streptomycin, 2 mM, 50 μM β-Mercaptoethanol) aufgenommen und unmittelbar zur 
Bestimmung IFNγ produzierender Splenozyten mittels intrazellulärer IFNγ Färbung und 
anschließender FACS Analyse (siehe B.4.4.2) eingesetzt. 
B.4.4.2 Intrazelluläre IFNγ Färbung mit FACS Analyse 
Die Anzahl IFNγ produzierender, CD8+ Zellen nach Restimulation der Splenozyten ist ein Maß für die 
Stärke der durch die Immunisierung induzierten zellulären Immunantwort. Die Quantifizierung IFNγ 
produzierender, CD8+ Zellen erfolgte mittels intrazellulärer IFNγ Färbung und anschließender FACS 
Analyse. 
Hierfür wurden die zu untersuchenden primären Maussplenozyten auf eine Konzentration von 2·107 
Zellen/ml eingestellt und in eine 96-Napf Zellkulturplatte mit Flachboden (100 µl pro Napf) überführt. 
Zur Restimulation der HIV-1 IIIB Pr55Gag spezifischen zellulären Immunantwort wurden 100 µl 
Stimulationslösung (Komplettmedium (siehe B4.4.1), 0,02 mM A9I Peptid (Sequenz siehe E.3) 0,01 
µg/µl Brefeldin A (BFA)) zugegeben. Dabei verhindert das zugesetzte BFA die IFNγ Sezernierung und 
ermöglicht so die intrazelluläre Anreicherung und somit bessere Anfärbung des Proteins in den 
stimulierten Zellen. Als Negativkontrolle wurden Splenozyten mit 100 µl Komplettmedium (inklusive 
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BFA) ohne Zugabe des Peptids behandelt. Zur unspezifischen Stimulation (Positivkontrolle) wurden 
100 µl einer PMA/Iono-Lösung (Komplettmedium, 0,1 μg/ml Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), 1 
μg/ml Ionomycin (Iono)) zugegeben. Nach 6h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen 
zweimal mit je 200 μl FACS-Puffer (PBS, 1 % FCS, 1 g/l NaN3) gewaschen (300·g, 5 min, 
Raumtemperatur) und anschließend in eine 96-Napf Platte mit Rundboden überführt.  
Im Folgenden wurde mit Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter, spezifischer Antikörper (siehe Tabelle B-13) 
eine Oberflächenfärbung der CD4- und CD8-Rezeptoren sowie eine intrazelluläre Färbung von IFNγ 
durchgeführt. Um zunächst die Fc-Rezeptoren zu blockieren, wurden die Zellen für 10 min bei 4 °C mit 
je 100 μl CD16/32 Antikörperlösung (1:100 verdünnt in FACS-Puffer) inkubiert. Danach wurden je 
10 μl anti-CD4-FITC (1:20 verdünnt in FACS-Puffer) und anti-CD8-APC (1:20 verdünnt in FACS-
Puffer) zugegeben. Nach Inkubation für 25 min bei 4 °C im Dunkeln wurden die angefärbten 
Splenozyten zweimal mit je 200 µl FACS-Puffer-II (PBS, 1 mg/ml NaN3) gewaschen (300·g, 5 min, 
Raumtemperatur), anschließend in 250 μl Cytofix/Cytoperm (PBS, 4 % PFA, 1 % Saponin) 
aufgenommen und weitere 20 min bei 4 °C inkubiert. Zur Anfärbung von intrazellulärem IFNγ wurden 
die Zellen nach zweimaligem Waschen (500 g, 5 min, 4 °C) mit je 200 µl Perm/Wasch-Puffer (PBS, 
0,1 % Saponin) mit 100 µl anti- IFNγ-PE (1:200 verdünnt in Perm/Wasch-Puffer) behandelt und für 25 
min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 200 µl Perm/Wasch-
Puffer (500·g, 5 min, 4 °C) wurden die Splenozyten in einer geeigneten Menge FACS-Puffer 
aufgenommen und im Durchflusszytometer (FACScalibur; BD Pharmingen, Heidelberg) analysiert.  
 
Bezeichnung  Bezugsquelle (Bestellnummer) Verdünnung Beschreibung 
Anti-Maus CD16/32 BD Pharmingen, Heidelberg 
(01241A) 
 1:100 Ratte, monoklonal 
Erkennung von Maus Fc-Rezeptoren  
Anti-Maus CD8a  
APC-gekoppelt 
BD Pharmingen, Heidelberg 
(01049A) 
1:200 Ratte, monoklonal 
Anti-Maus CD4 
FITC-gekoppelt 
BD Pharmingen, Heidelberg 
(01064D) 
1:200 Ratte, monoklonal  
 
Anti-Maus IFNγ 
PE-gekoppelt 
BD Pharmingen, Heidelberg 
(18115A) 
1:200 Ratte, monoklonal 
 
 
Tab. B-13: Übersicht der zum Auslesen zellulärer Immunantworten verwendeten Antikörper 
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C Ergebnisse 
C.1 Konzeption und biochemische Charakterisierung chimärer CTB-
Varianten 
Um eine HIV-Infektion zu verhindern, ist es von entscheidender Bedeutung, die Fusion der 
Membranen von Virus und Wirtszelle zu unterbinden. Eine effektive Vakzine sollte daher fähig sein, 
breit neutralisierende Antikörper (bNAK) gegen das Envelope (Env) Protein zu induzieren. 
Grundvoraussetzung dafür ist die Präsentation essentieller Epitope. Volllänge-Env erfüllt diese 
Bedingung u. a. aufgrund einer Serie von Konformationsänderungen während des Fusionsprozesses 
unzureichend 191,98,65,114. Daher wurden in dieser Arbeit Antigene entworfen, bei denen ein kurzer Env 
Bereich mit Epitopen bekannter Breitneutralisierer (Mimotop) dem Immunsystem über ein 
Trägerprotein präsentiert wird. Hierfür wurde CTB, die nicht toxischen Untereinheit des Cholera 
Toxins, ausgewählt. Wie in A.2 ausführlich beschrieben, ist CTB als molekulares Adjuvans bekannt 
und sollte daher zusätzlich zur Trägerfunktion die Mimotop-spezifische Immunantwort unterstützen. 
Das Anfügen einer Transmembrandomäne ermöglicht die Präsentation chimärer CTB-Varianten auf 
der Zelloberfläche bzw. den Einbau in Virus-ähnliche Partikel (virus like particles, VLPs), wodurch sich 
die natürliche Virussituation imitieren lässt. 
C.1.1 Präsentation von chimärem CTB auf der Oberfläche virusähnlicher 
Partikel mittels Transmembrandomäne 
C.1.1.1 Entwicklung chimärer CTB-Varianten mit Transmembrandomäne 
Bei dem Entwurf der Konstrukte wurden diverse Gesichtspunkte berücksichtigt. Um eine hohe 
Produktionsrate in den humanen Zelllinien HEK293T bzw. 293-F (siehe B.2.1) zu erzielen, wurden die 
Nukleinsäuresequenzen dem humanen Kodon-Gebrauch angepasst. Das Anbringen der 
Signalsequenz des tissue plasminogen activator (tpa) am Aminoterminus gewährleistet in Kombination 
mit einer Transmembrandomäne (TM) die Präsentation auf der Zelloberfläche. Ein flexibler Glycin-
Serin Linker zwischen CTB und der carboxyterminalen Transmembrandomäne sollte es CTB 
ermöglichen, trotz der Fixierung auf der Zelloberfläche funktionale Pentamere zu bilden.  
Um einen möglichst effektiven Einbau der Proteine in VLPs zu erzielen, wurden zwei verschiedene 
Transmembrandomänen getestet. Bei der Auswahl wurden zahlreiche Kandidaten bezüglich 
verschiedener Faktoren analysiert. Um die Pentamerisierung von CTB nicht zu beeinträchtigen, sollte 
zum einen aus sterischen Gründen der cytoplasmatische Anteil nicht zu lange sein, zum anderen darf 
die TM selbst keine Oligomere oder Komplexe mit anderen zellulären Proteinen formen. Weiterhin 
wurden bereits in der Literatur bekannte Daten zur Zytotoxizität sowie zur Effizienz des Einbaus in die 
Plasmamembran bzw. in virale Partikel oder Viren berücksichtigt. Bei Beachten der genannten 
Kriterien stellten sich die Transmembrandomänen des zellulären CD34 und des viralen gp64 als 
geeignete Kandidaten heraus 57,197,50,51,213,28,153.  
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Das ausgewählte Mimotop ist 30 Aminosäuren lang und enthält die Kernepitope der beiden bNAKs 
2F5 und 4E10 169, 194, 231. Bei der Festlegung der Mimotop-Insertionsposition innerhalb von CTB wurde 
mit einbezogen, dass die Epitope zum einen gut zugänglich sein müssen, zum anderen aber keine 
Bereiche betroffen sein dürfen, die an der Pentamerisierung oder der Bindung an den Gangliosid-
Rezeptor GM1 beteiligt sind. So wurde das Env Mimotop nach Analyse bekannter Strukturdaten von 
CTB 227 an den Aminoterminus von CTB (zwischen tpa und CTB) gehängt. Alternativ wurde eine 
Oberflächen-exponierte Schleife von CTB (8 Aminosäuren) durch das Mimotop ersetzt 9,10. Abb. C-1 A 
zeigt eine schematische Darstellung der entworfenen CTB-Varianten mit Transmembrandomäne 
sowie die Nukleinsäuresequenz des Mimotops. Dieses enthält, neben den bereits genannten Epitopen 
für 2F5 und 4E10, am 3`- und 5`-Ende jeweils eine BsmBI Erkennungs-Sequenz, die zusammen die 
nahtlose Entfernung oder den Austausch des Mimotops ermöglichen. Auf diese Weise könnte auch 
eine beliebige Mimotop-Bibliothek eingebaut werden (siehe Abb. C-1 B). 
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MiCTB-CD34TM
CTB-gp64TM
MNCTB-gp64TM
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MiCTB-gp64TM
gp64 TM
MNCTB-CD34TM
CTB-CD34TM
LibNCTB-CD34TM
B
A
 
 
Abb. C-1: Schematische Darstellung der entworfenen chimären CTB-Varianten mit Transmembrandomäne.  
(A) Alle Konstrukte tragen aminoterminal die Signalsequenz des tissue plasminogen activator (tpa, weiß), welche während der 
Proteinproduktion den sekretorischen Weg vermittelt. Das 30 AS lange Mimotop (blau) enthält die Kernepitope der bekannten 
bNAbs 2F5 und 4E10 (weißer Text) und befindet sich entweder aminoterminal von CTB (MNCTB) oder ersetzt eine interne 8 AS 
lange Region des Proteins (MiCTB). Eine flexible Linker-Region (gewellt) verbindet CTB mit der Transmembrandomäne (TM) von 
CD34 (dunkelgrau) bzw. gp64 (hellgrau). (B) Die im Mimotop enthaltenen Erkennungssequenzen für BsmBI (Startpunkt der 
gebogenen Pfeile) ermöglichen bei allen in A dargestellten Konstrukten die nahtlose Entfernung des Mimotops (links) oder den 
Einbau einer Mimotopbibliothek (LibNCTB-CD34TM, rechts). Dargestellt ist dieser Vorgang exemplarisch für MNCTB-CD34TM. 
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Die Kodon-Optimierung der CTB-Varianten MNCTB-CD34TM, MNCTB-gp64TM, MiCTB-CD34TM und 
MiCTB-gp64TM inklusive Synthese erfolgte durch die Geneart AG. Zur Expression in humanen Zellen 
wurden die Konstrukte über die Schnittstellen NheI und KpnI in den Vektor pcDNA3.1 eingebracht 
(siehe Anhang E.2). Zur Herstellung von CTB-CD34TM und CTB-gp64TM wurde das Mimotop durch 
Verwendung von BsmBI aus MNCTB-CD34TM bzw. MNCTB-gp64TM ausgeschnitten. Die 
überhängenden Enden wurden durch Behandlung mit Klenow Enzyme (Roche, Mannheim) aufgefüllt 
und die entstandenen glatten Enden ligiert (siehe B.1). 
C.1.1.2 Die konstruierten CTB-Varianten werden exprimiert und auf der 
Zelloberfläche präsentiert 
Um die Expression der chimären CTB-Varianten mit Transmembrandomäne zu überprüfen, wurden 
HEK293T Zellen wie unter B.2.2 beschrieben transfiziert. 72 h später wurden die Zelllysate (siehe 
B.2.3) im Western-Blot mit einem CTB-spezifischen Antikörper (siehe B.3.3) untersucht. Als 
Negativkontrolle wurden mit pcDNA3.1 (Leervektor) transfizierte Zellen (mock) aufgetragen. 
Kommerzielles CTB (Sigma, Deisenhofen) diente als Positivkontrolle. Wie Abb. C-2 zeigt, ist das 
Signal der Varianten ohne Mimotop (CTB-CD34TM und CTB-gp64TM) am stärksten. Die mittlere 
Bande entspricht jeweils der erwarteten Größe der Proteine nach Abspaltung des tpa-Signals (17 bzw. 
16kDa). Die zusätzlichen Banden sind zum einen auf nicht abgespaltenes tpa (+ 4 kDa), zum anderen 
vermutlich auf z. T. degradiertes Protein zurückzuführen. Auch die Konstrukte mit aminoterminalem 
Mimotop (MNCTB-CD34TM und MNCTB-gp64TM) wurden spezifisch detektiert (erwartete Größe 
ohne tpa: 21 bzw. 20 kDa). Möglicherweise aufgrund einer niedrigeren Expression aber auch aufgrund 
einer schlechteren Erkennung durch den verwendeten CTB-spezifischen Antikörper (vergleiche u. a. 
Abb. C-4, C-5 und Abschnitt D.1.4) konnten die CTB-Varianten mit internem Mimotop (MiCTB-
CD34TM und MiCTB-gp64TM; erwartete Größe ohne tpa: 20 kDa bzw. 19 kDa) nicht detektiert 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. C-2: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Produktion der chimären CTB-Varianten.  
HEK293T Zellen wurden mit den angegebenen CTB-Varianten transfiziert und nach 72h lysiert. Je 200 μg des Zelllysats wurden 
per SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem CTB-spezifischen Antikörper im Western-Blot analysiert. 0,2 µg kommerzielles CTB 
wurden als Positivkontrolle geladen (Spur 1). Als Negativkontrolle dienten mit Leervektor transfizierte Zellen (mock, Spur 2). 
 
Für den gewünschten Einbau der CTB-Varianten in VLPs ist die Präsentation der exprimierten 
Proteine auf der Zelloberfläche Voraussetzung. Daher wurde auf der Außenseite der Zellen 
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befindliches CTB 72 h nach Transfektion mit einem CTB-spezifischen Antikörper und einem 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundär-Antikörper (siehe B.2.4) angefärbt. Die Analyse der Zellen 
erfolgte im Durchflusszytometer. Abb. C-3 zeigt den Prozentsatz der Zellen, die jeweils CTB auf der 
Oberfläche präsentieren (oben) sowie die mittlere Fluoreszenzintensität (unten), ein relatives Maß für 
die Anzahl der auf der Oberfläche detektierten CTB-Moleküle. Es ist zu erkennen, dass, analog zur 
Expression (siehe Abb. C-2), die Varianten ohne Mimotop (CTB-CD34TM und CTB-gp64TM) sehr 
effizient auf der Oberfläche präsentiert werden. Ein aminoterminales Mimotop (MNCTB-CD34TM und 
MNCTB-gp64TM) reduziert den Prozentsatz der positiven Zellen nur geringfügig, die mittlere 
Fluoreszenzintensität geht allerdings stärker zurück. Die beiden Proteine mit integriertem Mimotop 
(MiCTB-CD34TM und MiCTB-gp64TM) konnten wie auch schon im Western-Blot kaum detektiert 
werden.  
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Abb. C-3: Nachweis der Präsentation chimärer CTB-Varianten auf der Zelloberfläche mittels FACS-Analyse. 
HEK293T-Zellen wurden mit den angegebenen CTB-Varianten transfiziert. Nach 72 h wurden die Zellen mit einem CTB-
spezifischen Antikörper und einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundär-Antikörper angefärbt (Oberflächenmarkierung) und 
anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die Prozentzahl der CTB-positiven Zellen (oben) sowie die 
mittlere Fluoreszenzintensität (mfi) der positiven Zellen, ein Maß für die Expressionsstärke (unten). Als Negativkontrolle dienten 
mit Leervektor transfizierte Zellen (mock). Gezeigt ist der Mittelwert von zwei unabhängigen Experimenten mit 
Standardabweichung. 
 
C.1.1.3 Das Mimotop der CTB-Varianten ist frei zugänglich und wird durch breit 
neutralisierende Antikörper gebunden 
Für die CTB-Varianten mit integriertem Mimotop konnte mit den verwendeten CTB-spezifischen 
Antikörpern im Western-Blot keine Expression, bei der FACS-Analyse kaum Präsentation auf der 
Zelloberfläche nachgewiesen werden (siehe C.1.1.2). Eine Oberflächenmarkierung transfizierter 
HEK293T Zellen mit den beiden bNAKs 2F5 bzw. 4E10 mit anschließender durchflusszytometrischer 
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Untersuchung (siehe B.2.2 und B.2.4) ergab jedoch eine spezifische Färbung aller Mimotop-tragenden 
Konstrukte (siehe Abb. C-4). Dieses Ergebnis spricht, wie unter C.1.1.2 bereits angesprochen, für eine 
verminderte Detektion der CTB-Varianten mit integriertem Mimotop durch die CTB-spezifischen 
Antikörper. Offensichtlich werden alle Varianten auf der Zelloberfläche präsentiert. Das Env-Mimotop 
jeder CTB-Variante ist frei zugänglich und wird durch 2F5 und 4E10 spezifisch erkannt. 
Bemerkenswert ist ein Vergleich mit Zellen, die als Positivkontrolle mit gp41 (pcDNA3.1/tpa-
gp41(89.6); zur Verfügung gestellt von T. Benen17, siehe E.2) transfiziert wurden. Das verwendete 
Konstrukt ist wie die CTB-Varianten an den humanen Kodon-Gebrauch angepasst, besitzt ein tpa-
Signal und enthält die Mimotop-Sequenz (siehe Abb. C-1 A). Vor allem das 2F5 Signal ist bei allen 
CTB-Varianten mit Mimotop deutlich stärker als bei gp41 (statistisch signifikant bei den Varianten mit 
CD34 TM). Aber auch im Falle von 4E10 sind mindestens genau so viele bis doppelt so viele Zellen 
positiv wie bei gp41 (ebenfalls statistisch signifikant bei den Varianten mit CD34 TM). Verantwortlich 
hierfür ist wohl eine verglichen mit gp41 gesteigerte Oberflächenpräsentation der chimären CTB-
Varianten (siehe D.1.4) sowie eine verbesserte Zugänglichkeit der Epitope von 2F5 und 4E10 in 
Mimotop tragendem CTB (siehe D.1.5). Insgesamt wurden in diesem Experiment beide Konstrukte mit 
aminoterminalem Mimotop (MNCTB-CD34TM und MNCTB-gp64TM) sowie MiCTB-CD34TM ähnlich 
gut durch die bNAKs erkannt. Im Falle von MiCTB-gp64TM konnten insgesamt weniger Zellen durch 
2F5 und 4E10 gebunden werden. 
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Abb. C-4: FACS-Analyse zum Nachweis der Mimotop-Zugänglichkeit und –Funktionalität in chimären CTB-
Proteinen. HEK293T-Zellen wurden mit den angegebenen CTB-Varianten transfiziert und nach 72 h mit den Mimotop-
spezifischen Antikörpern 2F5 (blau) bzw. 4E10 (hellblau) und einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundär-Antikörper angefärbt 
(Oberflächenmarkierung). Die Analyse erfolgte im Durchflusszytometer. Dargestellt sind die Prozentzahl der angefärbten Zellen 
(oben) sowie deren mittlere Fluoreszenzintensität (mfi, unten). Als Positivkontrolle dienten mit gp41, als Negativkontrolle mit 
Leervektor transfizierte Zellen (mock). Gezeigt ist der Mittelwert von zwei unabhängigen Experimenten mit 
Standardabweichung. Signifikanz (zweiseitiger Student`s t-test): * (P ≤ 0,1). 
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C.1.1.4 CTB-Varianten mit CD34-Transmembrandomäne werden effizient in 
VLPs eingebaut 
Wie in A.1.5 beschrieben führt die Expression von Pr55Gag zur Abknospung Virus-ähnlicher Partikel 
von der Zelle. Um zu überprüfen, ob chimäres CTB in solche VLPs eingebaut wird, wurden HEK293T 
Zellen wie unter B.2.5 beschrieben mit pcDNA3.1syngagIIIB und jeweils einer CTB-Variante 
cotransfiziert. 72h später wurden die Überstände abgenommen und enthaltene VLPs mittels 
Ultrazentrifugation angereichert (siehe B.2.7). Zelllysate sowie VLPs wurden im Western-Blot mit 
einem CTB-spezifischen Antikörper, 2F5, 4E10 und einem Pr55Gag- spezifischen Antikörper untersucht 
(siehe Abb. C-5). Wie bereits für Abb. C-2 erläutert entspricht die mittlere Bande jeweils der 
erwarteten Größe der Proteine nach Abspaltung des tpa-Signals. Die zusätzlichen Banden sind zum 
einen auf nicht abgespaltenes tpa (+ 4 kDa), zum anderen vermutlich auf z. T. degradiertes Protein 
zurückzuführen. Mit Ausnahme von MiCTB-gp64TM konnten alle Varianten mit dem CTB-spezifischen 
Antikörper in den angereicherten VLPs nachgewiesen werden (Abb. C-5 A). Die vergleichende 
Analyse von Zelllysaten und VLPs mittels 2F5 bzw. 4E10 ergab, dass chimäres CTB mit CD34-
Transmembrandomäne wesentlich effizienter in VLPs eingebaut wird als CTB mit gp64-
Transmembrandomäne (siehe Abb. C-5 B bzw. C). Aus diesem Grund wurden die weitere 
Charakterisierung und anschließende Immunisierungsexperimente mit den Varianten mit CD34 TM 
durchgeführt. 
Wie schon in Abb. C-2 bzw. C-3 konnten die CTB-Varianten mit integriertem Mimotop nur schwach 
(MiCTB-CD34TM) bzw. nicht (MiCTB-gp64TM) mit dem CTB-spezifischen Antikörper detektiert 
werden. Der Nachweis mit 2F5 und 4E10 (Abb. C-4 und C-5 B, C) lässt darauf schließen, dass dies, 
zumindest im Falle des Konstrukts mit CD34 TM, nur geringfügig an schwächerer Expression liegt. 
Verantwortlich könnte eher eine Konformationsänderung durch die Insertion von 30 AS sein. Da eine 
korrekte Faltung von CTB für die Adjuvans-Funktion bei Immunisierungen aber von Bedeutung ist, 
wurde MNCTB-CD34TM, also die Variante mit aminoterminalem Mimotop und CD34 TM, für die 
Immunisierungsexperimemte und damit die weitere Charakterisierung ausgewählt. Unter Abschnitt 
C.1.1.6 wurde zudem der Einfluss eines verkürzten integrierten Mimotops analysiert. 
 
Zur präziseren Analyse wurden VLPs mittels Zonalzentrifugation im Saccharosegradient aufbereitet 
(siehe B.3.6). Die einzelnen Fraktionen wurden im Western-Blot auf Vorhandensein von Pr55Gag und 
CTB sowie Mimotop untersucht. Wie Abb. C-6 zeigt konzentrieren sich Pr55Gag und damit die VLPs in 
wenigen definierten Fraktionen. Der spezifische Nachweis von CTB bzw. dem Mimotop in denselben 
Fraktionen beweist die Inkorporation der untersuchten CTB-Varianten CTB-CD34TM und MNCTB-
CD34TM in VLPs. 
Noch einen Schritt weiter führt die Visualisierung von VLPs im Elektronenmikroskop (siehe B.3.9). 
Durch Immunogoldmarkierung mit einem CTB-spezifischen Antikörper konnte CTB (CTB-CD34TM 
und MNCTB-CD34TM) eindeutig auf der Oberfläche der VLPs nachgewiesen werden (siehe Abb. 
C-7). Die vereinzelten Goldkügelchen in Abb. C-7 B, die sich sichtlich nicht auf VLPs befinden, lassen 
sich vermutlich durch Reste beschädigter VLPs erklären. Die Detektion des Mimotops mit 2F5 
bestätigt, wie schon für die Zelloberfläche gezeigt (vergleiche Abb. C-4), die Zugänglichkeit des 
Mimotops für bNAKs (Abb. C-7 C).  
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Abb. C-5: Western-Blot Analyse zur Überprüfung des Einbaus chimärer CTB-Varianten in VLPs. 
HEK293T Zellen wurden mit syngagIIIB (gag), codierend für das HIV Capsidprotein Gag, und den angegebenen CTB-Varianten 
cotransfiziert. 72h nach Transfektion wurden Zellen und Überstände geerntet. Mittels Ultrazentrifugation der Überstände 
wurden die produzierten virusähnlichen Partikel (virus like particle, VLP) angereichert. (A) Je 15 μg angereicherte VLPs 
(Gesamtprotein) wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und zunächst mit einem CTB-spezifischen (oben), anschließend mit einem 
Gag-spezifischen Antikörper (unten) im Western-Blot analysiert. 0,25 µg kommerzielles CTB wurden als Positivkontrolle geladen 
(Spur 1). Als Negativkontrolle dienten mit Leervektor und syngagIIIB cotransfizierte Zellen (Spur 2). (B,C) Je 80 μg des 
Zelllysats (jeweils oben) bzw. 20 µg angereicherte VLPs (jeweils Mitte) wurden im Western-Blot nach SDS-PAGE mit 2F5 bzw. 
4E10 analysiert. Die Membranen mit VLPs wurden im Anschluss zusätzlich mit einem Gag-spezifischen Antikörper behandelt 
(jeweils unten). Als Negativkontrollen dienten nicht transfizierte Zellen (mock, Spur 1) sowie mit Leervektor und syngagIIIB 
cotransfizierte Zellen (Spur 2). 
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Abb. C-6: Aufbereitung von VLPs durch Zonalzentrifugation im Saccharosegradient zum Nachweis des Einbaus 
chimärer CTB-Varianten. 293-F Zellen wurden mit syngagIIIB  (A) alleine bzw. in Kombination mit (B) CTB-CD34TM oder (C) 
MNCTB-CD34TM transfiziert. Nach 72h wurden die produzierten VLPs mittels Ultrazentrifugation der Überstände angereichert. 
150 µg VLPs wurden anschließend einer Zonalzentrifugation im Saccharosegradient (10-50 %) unterzogen. Zur Analyse mittels 
SDS-PAGE und Western-Blot wurde in den einzelnen Gradientenfraktionen enthaltenes Protein mittels Trichloressigsäure gefällt. 
Die Detektion im Western-Blot erfolgte nacheinander mit einem CTB-spezifischen Antikörper, 2F5 und einem Gag-spezifischen 
Antikörper. 
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Abb. C-7: Nachweis der Präsentation chimärer CTB-Varianten auf der Oberfläche von VLPs mittels elektronen-
mikroskopischer Aufnahme nach Immunogoldmarkierung. 293-F Zellen wurden mit syngagIIIB  (A) alleine bzw. in 
Kombination mit (B) CTB-CD34TM oder (C) MNCTB-CD34TM transfiziert. Nach 72h wurden die produzierten VLPs mittels 
Ultrazentrifugation der Überstände angereichert. Für elektronenmikroskopische Aufnahmen erfolgte eine Immunogold-
markierung mit einem CTB-spezifischen Antikörper (links) bzw. 2F5 (rechts). Dargestellt sind exemplarische Aufnahmen in 
20.000facher Vergrößerung. 
C.1.1.5 Auf VLPs befindliches CTB oligomerisiert zu Pentameren 
Wie unter A.2 erläutert, ist die Bindung von CTB an den Gangliosid-Rezeptor GM1 ein wichtiger 
Aspekt des Adjuvans-Effekts von CTB. Voraussetzung dafür ist die Pentamerisierung des Proteins 99. 
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Daher wurde unter Verwendung des quervernetzenden Reagens Bis[sulfosuccinimidyl] Suberate 
(BS3) der Oligomerisierungsgrad von CTB untersucht. BS3 enthält im Abstand von ca. 11 Å  zwei 
amin-reaktive Ester, die mit primären Aminogruppen stabile Amid-Bindungen eingehen. Auf diese 
Weise können normalerweise nicht kovalente Proteininteraktionen für die Analyse im Western-Blot 
konserviert werden.  
Über Zonalzentrifugation im Saccharosegradient aufbereitete, CTB präsentierende VLPs wurden wie 
unter B.3.10 beschrieben mit 8 mM BS3 inkubiert und anschließend einem Western-Blot mit CTB-
spezifischem Antiköper unterzogen. Wie Abb. C-8 zeigt, ist die in der unbehandelten Probe detektierte 
Bande für CTB-Monomere nach Anwendung von BS3 nicht mehr nachweisbar. Bei VLPs, welche CTB 
ohne Mimotop präsentieren (VLP/CTB-CD34TM), konnten stattdessen Banden nachgewiesen werden, 
die auf der berechneten Höhe von CTB-Oligomeren, inklusive Pentameren, anzufinden sind (Abb. 
C-8 A). Bei Untersuchung von VLPs, welche CTB mit aminoterminalem Mimotop präsentieren 
(VLP/MNCTB-CD34TM), wurden keine Banden für CTB-Oligomere detektiert (Abb. C-8 B). Allerdings 
muss beachtet werden, dass bei Analyse identischer Mengen VLPs (siehe Zweit-Inkubation mit anti-
Pr55Gag) bereits in den unbehandelten Proben das CTB-spezifische Signal (Monomer) bei VLP/CTB-
CD34TM (Abb. C-8 A) etwa 10x intensiver ist als bei VLP/MNCTB-CD34TM (Abb. C-8 B). Eine 
Aufteilung von CTB auf mehrere oligomere Formen hat daher vermutlich den Verlust des CTB-
spezifischen Signals zur Folge. 
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Abb. C-8: Nachweis der Pentamerisierung chimärer CTB-Varianten durch chemische Quervernetzung 
benachbarter Oberflächenproteine und Analyse im Western Blot. HEK293T Zellen wurden mit syngagIIIB, codierend 
für das HIV Capsidprotein Gag, und CTB-CD34TM (A) bzw. MNCTB-CD34TM (B) cotransfiziert. 72h nach Transfektion wurden 
die produzierten VLPs mittels Ultrazentrifugation der Überstände angereichert. Je 60 μg VLPs wurden zur Quervernetzung 
benachbarter Oberflächenproteine mit 8 mM Bis[sulfosuccinimidyl] Suberate (BS3) behandelt und anschließend per SDS-PAGE 
aufgetrennt. Die Detektion im Western-Blot erfolgte nacheinander mit einem CTB-spezifischen (jeweils oben) und einem Gag-
spezifischen Antikörper (jeweils unten). Als Negativkontrolle dienten nicht mit BS3 behandelte VLPs (Spur 1). Links befinden sich 
jeweils Größenangaben in kDa. Pfeile auf der rechten Seite zeigen spezifische Banden an. 
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Neben der Pentamerisierung von CTB wurde auch die Bindung der membranfusionierten CTB-
Varianten an GM1 selbst untersucht. Hierfür wurden, wie unter B.3.12 beschrieben,  96-Napf Platten 
mit GM1 beschichtet. CTB präsentierende, mittels Ultrazentrifugation angereicherte VLPs wurden vor 
dem Auftragen lysiert (siehe B.2.7). Die Detektion von gebundenem CTB erfolgte mit einem CTB-
spezifischen Antikörper. Die in Abb. C-9 dargestellten Werte beziehen sich jeweils auf 500 ng Gag, 
welches mit Hilfe des unter B.3.4 beschriebenen Capsidantigen-spezifsischen ELISAs bestimmt 
wurde. Die verschiedenen VLP-Proben sind also miteinander vergleichbar, jedoch sind die Werte, wie 
unter B.3.4 erläutert, nicht als absolut anzusehen. 
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Abb. C-9: Analyse der Bindung chimärer CTB-Varianten an GM1 mittels ELISA. 
HEK293T Zellen wurden mit syngagIIIB, codierend für das HIV Capsidprotein Gag, und den angegebenen CTB-Varianten 
cotransfiziert. 72h nach Transfektion wurden die produzierten VLPs durch Ultrazentrifugation der Überstände angereichert, 
lysiert und im ELISA untersucht. Dabei wurden Platten mit GM1 beschichtet, die Detektion erfolgte mit einem CTB-spezifischen 
Antikörper. Als Negativkontrolle dienten mit Leervektor und syngagIIIB cotransfizierte Zellen (mock). Alle Werte wurden auf 
500 ng Gag normalisiert (ermittelt im Capsidantigen-spezifischen ELISA). Gezeigt ist der Mittelwert von drei Experimenten mit 
Standardabweichung. 
 
Abb. C-9 lässt zunächst darauf schließen, dass beide untersuchten CTB-Varianten an GM1 binden, 
wobei das Signal bei gleichen Mengen analysierter VLPs für das Konstrukt ohne Mimotop 10x stärker 
ist. Die Detektion identisch behandelter Proben mit 2F5 anstelle des CTB-spezifischen Antikörpers 
ergab jedoch eine unspezifische Bindung der Proben an GM1 (Daten nicht gezeigt). Als Kontrolle 
wurden dabei gp41 präsentierende, lysierte VLPs verwendet, die nicht an GM1 hätten binden sollen, 
gp41 wurde jedoch durch 2F5 detektiert. Der Unterschied zwischen CTB mit und ohne Mimotop in 
Abb. C-9 wurde wohl lediglich durch die unterschiedlich starke Bindung des CTB-spezifischen 
Antikörpers an die verschiedenen Varianten verursacht (siehe D.1.4). Trotz diverser Optimierungs-
versuche (Variation von Blockierung und Waschbedingungen) konnte das unspezifische Signal, 
welches auf die Bindung von Membranfragmenten an GM1 zurückzuführen sein könnte, nicht 
eliminiert werden. Daher kann keine Aussage über die Bindung der CTB-Varianten an GM1 getroffen 
werden. Die Pentamerisierung der chimären CTB-Varianten ist jedoch ein Indiz für deren 
Funktionalität. 
C.1.1.6 Länge und Sequenz integrierter Mimotope beeinflussen die 
Konformation von CTB und die Zugänglichkeit des Mimotops 
Aufgrund der in C.1.1.4 beschriebenen Ergebnisse wurde MNCTB-CD34TM für die später 
beschriebenen Immunisierungsexperimente ausgewählt. Die Varianten mit gp64-Transmembran-
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domäne wurden aufgrund ihrer ineffizienten Integration in VLPs ausgeschlossen. Die schlechte 
Detektion von MiCTB-CD34TM mit CTB-spezifischen Antikörpern lässt darauf schließen, dass die 
Insertion von 30 AS eine teilweise inkorrekte Faltung von CTB verursacht. Deshalb wurde hier der 
Einfluss von Länge und Sequenz des integrierten Mimotops auf die Konformation von CTB sowie die 
Zugänglichkeit des Mimotops untersucht.  
Dazu wurden zwei CTB-Varianten hergestellt, bei denen jeweils 10 AS das 30 AS Mimotop von 
MiCTB-CD34TM (vgl. Abb. C-1) ersetzen, wobei 4E10iCTB-CD34TM das Kernepitop von 4E10, 
2F5iCTB-CD34TM dagegen dasjenige von 2F5 enthält (siehe Abb. C-10 A). Die Synthese der, für die 
verkürzten Mimotope codierenden, DNA erfolgte durch die Geneart AG. Zum Mimotop-Austausch 
wurden die flankierenden BsmBI Schnittstellen herangezogen. 
Wie Western-Blot (Abb. C-10 B) und FACS-Analyse (Abb. C-10 C) der mit den unterschiedlichen CTB-
Varianten transfizierten Zellen zeigen, bewirkt die Verkürzung des integrierten Mimotops im Falle von 
2F5iCTB-CD34TM eine deutlich verbesserte Erkennung durch CTB-spezifische Antikörper. Die 
mittlere Fluoreszenz-Intensität übersteigt sogar den Wert der CTB-Variante ohne Mimotop. Im Falle 
von 4E10iCTB-CD34TM wird zumindest die Bindung des im FACS verwendeten CTB-spezifischen 
Antikörpers möglich. Eine Verkürzung des Mimotops von 30 auf 10 Aminosäuren scheint also einen 
positiven Effekt auf die Konformation von CTB zu haben, wobei neben der Länge auch die Sequenz 
des integrierten Mimotops eine Rolle spielt. 
Unter Berücksichtigung des Anteils positiver Zellen ist die Zugänglichkeit enthaltener Kernepitope bei 
beiden CTB-Varianten mit verkürztem Mimotop vergleichbar mit derjenigen der Varianten mit 30 AS 
Mimotop. Die mittlere Fluoreszenz-Intensität von 2F5iCTB-CD34TM ist jedoch deutlich schwächer als 
die von MiCTB-CD34TM (Abb. C-10 D). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die Länge als auch die Sequenz des 
integrierten Mimotops zum einen die Konformation von CTB selbst, zum anderen die Zugänglichkeit 
des Mimotops beeinflussen. Keines der verkürzten integrierten Mimotope stellt eine Verbesserung 
gegenüber der unter C.1.1.4 für Immunisierungsexperimente ausgewählten Variante MNCTB-
CD34TM dar. 
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Abb. C-10: Schematische Darstellung und biochemische Analyse chimärer CTB-Varianten mit verkürztem 
Mimotop. (A) Schematische Darstellung der Konstrukte. Beide Varianten unterscheiden sich von dem zuvor beschriebenen 
MiCTB-CD34TM lediglich durch ihre Mimotop-Sequenz: das 10 AS lange Mimotop (blau) enthält entweder das Kernepitop von 
2F5 oder 4E10 (weißer Text). (B) Western-Blot Analyse zum Nachweis der Produktion der chimären CTB-Varianten. HEK293T 
Zellen wurden mit den angegebenen CTB-Varianten (Beschriftung siehe C) transfiziert und nach 72h lysiert. Je 40 μg des 
Zelllysats wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem CTB-spezifischen Antikörper (oben) bzw. 2F5 (Mitte) oder 4E10 
(unten) im Western-Blot analysiert. Als Negativkontrolle dienten mit Leervektor transfizierte Zellen (mock, Spur 1). (C) Analyse 
der Präsentation chimärer CTB-Varianten auf der Zelloberfläche mittels FACS. HEK293T-Zellen wurden mit den angegebenen 
CTB-Varianten transfiziert. Nach 72 h wurden die Zellen mit einem CTB-spezifischen Antikörper und einem Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundär-Antikörper angefärbt (Oberflächenmarkierung) und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. 
Dargestellt ist die Prozentzahl der CTB-positiven Zellen (oben) sowie die mittlere Fluoreszenzintensität (mfi) der positiven 
Zellen, ein Maß für die Expressionsstärke (unten). Als Negativkontrolle dienten mit Leervektor transfizierte Zellen (mock). (D) 
Analyse der Mimotop-Zugänglichkeit und –Funktionalität mittels FACS. HEK293T-Zellen wurden mit den angegebenen CTB-
Varianten transfiziert und nach 72 h mit den Mimotop-spezifischen Antikörpern 2F5 (blau) bzw. 4E10 (hellblau) und einem 
Fluoreszenz-gekoppelten Sekundär-Antikörper angefärbt (Oberflächenmarkierung). Die Analyse erfolgte im Durchfluss-
zytometer. Dargestellt sind die Prozentzahl der angefärbten Zellen (oben) sowie deren mittlere Fluoreszenzintensität (mfi, 
unten). Als Positivkontrolle dienten mit gp41, als Negativkontrolle mit Leervektor transfizierte Zellen (mock). 
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C.1.2 Chimäres CTB in löslicher Form 
Als Alternative zu den über eine Transmembrandomäne auf VLPs präsentierten CTB-Varianten 
wurden auch chimäre Proteine, die in löslicher Form vorliegen, entworfen. Dies ermöglicht, wenngleich 
auf Kosten der Nachahmung eines natürlichen Virus, die Verabreichung höherer Konzentrationen an 
Mimotop-tragendem CTB bei Immunisierungsexperimenten. 
C.1.2.1 Entwicklung chimärer CTB-Varianten in löslicher Form 
Die löslichen CTB-Varianten wurden aufgrund der einfacheren Kultivierungsbedingungen und des 
schnelleren Wachstums von Prokaryonten zur Produktion in E. coli entworfen. Daher wurde die 
Nukleinsäuresequenz dem Kodon-Gebrauch von E. coli angepasst. Zur erleichterten Aufreinigung 
sowie zur Erhöhung der Löslichkeit wurde CTB carboxyterminal mit einem GST-tag fusioniert. Um die 
Pentamerisierung von CTB möglichst nicht zu beeinträchtigen, wurde wie bei den Varianten mit 
Transmembrandomäne ein flexibler Glycin-Serin Linker eingebaut. Eine spezifische Protease-
schnittstelle (HRV 3C) zwischen CTB und Linker hält des Weiteren die Möglichkeit der Abspaltung von 
GST offen. Analog zu MNCTB-CD34TM befindet sich das 30 Aminosäuren lange Mimotop mit den 
Kernepitopen von 2F5 und 4E10 (siehe Abb. C-11) am Aminoterminus von CTB. Die im Mimotop 
enthaltenen BsmBI Erkennungs-Sequenzen (vgl. C.1.1.1) ermöglichen auch hier den Austausch des 
Mimotops. 
 
MNCTBGST
CTBGST
GDEKELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIVS
2F5 4E10
HRV 3CMimotop CTB Linker GST
 
Abb. C-11: Schematische Darstellung der entworfenen, löslichen CTB-Varianten. 
Bei beiden Konstrukten ist CTB über eine flexible Linker-Region (gewellt) mit einem GST-tag (hellbraun) verbunden, welcher für 
die Affinitätsaufreinigung eingesetzt wurde. Eine Proteaseschnittstelle (HRV 3C, weiß) ermöglicht das Abspalten von GST. 
MNCTBGST trägt aminoterminal das zuvor schon beschriebene 30 AS lange Mimotop (blau) mit den Kernepitopen von 2F5 und 
4E10 (weißer Text).  
 
Rekombinantes lösliches CTB ist nur ohne GST-tag kommerziell erhältlich, weshalb neben dem bisher 
beschriebenen MNCTBGST (mit aminoterminalem Mimotop) zu Kontrollzwecken auch CTBGST (ohne 
Mimotop) entworfen wurde (siehe Abb. C-11). 
Die Synthese von MNCTBGST inklusive Kodon-Optimierung erfolgte durch die Geneart AG. CTBGST 
wurde unter Verwendung von BsmBI, Klenow Enzyme (Roche, Mannheim) und Ligation der glatten 
Enden (siehe B.1) aus MNCTBGST hergestellt. Zur Expression in E. coli  wurden die Konstrukte über 
die Schnittstellen NdeI und XhoI in den Vektor pET-49b(+) eingebracht (siehe E.2).  
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C.1.2.2 Produktion der löslichen CTB-Varianten 
CTBGST und MNCTBGST wurden wie in B.3.11 beschrieben in E. coli exprimiert und 
affinitätschromatographisch über Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Die einzelnen Schritte von 
Proteinproduktion und -reinigung wurden durch Analyse entnommener Aliquots mittels SDS-PAGE 
und Coomassie-Färbung oder Western-Blot kontrolliert. Wie Abb. C-12 zeigt, werden beide Proteine in 
errechneter Größe  (40 bzw. 43 kDa) exprimiert. Durch Variation von Kultur- und Expressions-
bedingungen (Bakterienstamm, Bakteriendichte, Expressionsdauer, Temperatur, Luftzufuhr) konnte 
eine maximale Ausbeute von ca. 1,5 mg (CTBGST) bzw. 1 mg (MNCTBGST) rekombinantem Protein pro 
Liter Bakterienkultur erzielt werden. Selbst durch eine Aufreinigung mit Hilfe des nicht-denaturierenden 
Detergens CHAPS aus den unlöslichen Bestandteilen des Lysats (inclusion bodies) konnte die 
Ausbeute nicht weiter gesteigert werden. E. coli BL21(DE3) bzw. E. coli Origami 2(DE3), die beiden 
getesteten Bakterienstämme, lieferten denselben Ertrag. Bei zuletzt genanntem sind zwei Reduktasen 
deletiert, wodurch die Bildung von Disulfidbindungen im Zytoplasma ermöglicht wird. Da natives CTB 
eine Disulfidbrücke pro Monomer besitzt, liefert der Origami-Stamm vermutlich korrekter gefaltetes 
Protein und wurde daher für die Produktion der CTB-Varianten verwendet. Abb. C-12 zeigt Expression 
und Reinigungsverlauf von CTBGST (C-12 A) und MNCTBGST (C-12 B). Die in den Elutionsfraktionen 
zusätzlich enthaltene Bande auf Höhe von 25 kDa entspricht GST, einem häufigen Nebenprodukt bei 
der Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen. 
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Abb. C-12: Analyse von Expression und Reinigungsverlauf der löslichen CTB-Varianten in E. coli mittels SDS-
PAGE. Mit CTBGST (A) bzw. MNCTBGST (B) transformierte E. coli Origami 2(DE3) wurden zur Proteinproduktion mit IPTG induziert 
und 1,5 h später geerntet. Der Überstand nach Lyse wurde mittels Glutathion-Sepharose aufbereitet. Während des Verlaufs von 
Expression und Aufreinigung entnommene Proben wurden per SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung analysiert. 
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Eine vergleichende Analyse von eluiertem Protein im Western-Blot (Abb. C-13) zeigt unter 
Verwendung eines CTB-spezifischen Antikörpers den Größenunterschied zwischen CTBGST und 
MNCTBGST. Das Mimotop konnte spezifisch mit 2F5 und 4E10 nachgewiesen werden. 
2F5
4E10
anti-CTB
1       2
37 kDa
50 kDa
CTBGST
MNCTBGST
37 KDa
50 kDa
37 kDa
50 kDa
 
Abb. C-13: Western-Blot Analyse aufgereinitger löslicher CTB-Varianten. 
CTBGST bzw. MNCTBGST wurden in in E. coli Origami 2(DE3) produziert und mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt. 
Jeweils 0,5 µg eluiertes Protein wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot nacheinander mit 2F5 (oben) oder 
4E10 (Mitte) und einem CTB-spezifischen Antikörper (unten) analysiert. 
 
C.1.2.3 Lösliches chimäres CTB bindet an GM1 und exponiert sein Mimotop frei 
zugänglich für breit neutralisierende Antikörper  
Zur funktionellen Charakterisierung der in E. coli produzierten und affinitätschromatographisch 
gereinigten CTB-Varianten wurde zunächst, wie schon unter C.1.1.5 für die Varianten mit 
Transmembrandomäne beschrieben, die Pentamerisierung der Proteine mit Hilfe von BS3 untersucht. 
Im Western-Blot mit CTB-spezifischem Antikörper wird auch hier nach Anwendung von BS3 die in der 
unbehandelten Probe vorhandene Bande für CTB-Monomere nicht mehr detektiert. Wie bereits im 
Falle von MNCTB-CD34TM beobachtet wurden aber keine Banden für CTB-Oligomere nachgewiesen 
(Daten nicht gezeigt). So ist die nicht mehr detektierbare Monomer-Bande zumindest ein Indiz für das 
Vorliegen von Pentameren. 
Ein Nachweis für die Bildung funktionaler Pentamere, die an den Gangliosid-Rezeptor GM1 binden, 
konnte mit Hilfe eines GM1 ELISAs erbracht werden. Hierfür wurden, wie unter B.3.12 beschrieben,  
96-Napf Platten mit GM1 beschichtet. Die Detektion von gebundenem, chimärem CTB erfolgte mit 
einem GST-spezifischen Antikörper. Zur Kontrolle wurde auch die Bindung von GST untersucht, 
welches ebenfalls in E. coli produziert und affinitätschromatographisch gereinigt wurde (siehe B.3.11). 
Durch Verwendung des GST-spezifischen Antikörpers konnte hier die Problematik der unterschiedlich 
starken Bindung des CTB-spezifischen Antikörpers an verschiedene CTB-Varianten umgangen 
werden (siehe dazu Abschnitt D.1.4). Neben der spezifischen Bindung beider CTB-Varianten an GM1 
konnte unter Einsatz von 2F5 zur Detektion auch die Zugänglichkeit des Mimotops von MNCTBGST 
nachgewiesen werden (Abb. C-14). 
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Abb. C-14: Nachweis der GM1-Bindung und Mimotop-Exposition chimärer CTB-Varianten mittels ELISA. 
CTBGST und MNCTBGST wurden in E. coli Origami 2(DE3) produziert und mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt und im 
ELISA analysiert. Dabei wurden Platten mit GM1 beschichtet, die Detektion erfolgte mit einem GST-spezifischen Antikörper bzw. 
2F5. Als Negativkontrolle diente ebenfalls über Affinitätschromatografie gereinigtes GST. Gezeigt ist der Mittelwert von drei 
Experimenten mit Standardabweichung. 
 
C.1.2.4 Produktion der chimären CTB-Varianten in größerem Maßstab für 
Immunisierungsexperimemte 
Für den Einsatz in Mausmodell wurden die CTB-Varianten, wie unter B.3.11 beschrieben, nach 
affinitätschromatographischer Reinigung und Dialyse gegen PBS sterilfiltriert und auf die für 
intranasale Applikationen erforderliche Konzentration von mindestens 0,4 µg/µl eingestellt. Die 
Quantifizierung erfolgte über SDS-PAGE und Coomassie-Färbung mit Hilfe einer BSA-
Verdünnungsreihe (siehe B.3.5). Abb. C-15 zeigt repräsentativ die Analyse jeweils einer im 
Tierversuch eingesetzten Charge von CTBGST und MNCTBGST im Coomassie-gefärbten Gel und im 
Western-Blot mit CTB-spezifischem Antikörper. 
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Abb. C-15: Quantifizierung und Qualitätsanalyse von, für Immunisierungsexperimente produzierten, löslichen 
CTB-Varianten mittels SDS-PAGE und Western-Blot. (A) CTBGST bzw. MNCTBGST wurden in E. coli Origami 2(DE3) 
produziert, mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt, sterilfiltriert und aufkonzentriert. Zur Quantifizierung wurden jeweils 
5 µl Protein per SDS-PAGE aufgetrennt und Coomassie-gefärbt. Als Standard wurden jeweils 5 µl einer seriellen 1:2 BSA-
Verdünnungsreihe, ausgehend von 5 µg/µl BSA (Spur 5-10) aufgetragen. In Spur 2 und 4 wurde jeweils der Durchfluss der 
Aufkonzentrationssäulen analysiert. Links befinden sich Größenangaben in kDa. (B) Western-Blot Analyse der Proben aus (A) 
mit einem CTB-spezifischen Antikörper. 
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C.1.3 Präsentation von chimärem CTB auf der Oberfläche virusähnlicher 
Partikel durch chemische Kopplung 
Neben der Verwendung in löslicher Form wurden die CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne 
durch den Einsatz von Kopplungs-Reagenzien auch auf VLPs präsentiert, welche bei der Anwendung 
in vivo über MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Antigene CTL-, T-Helfer- und B-Zellantworten 
stimulieren (siehe A.1.5). Ein potentieller Vorteil gegenüber den Transmembran-Varianten könnte 
dabei eine gesteigerte Beladung von VLPs mit CTB sein. Zudem ermöglicht die Methode auch die 
Präsentation von CTB auf im bakuloviralen System produzierten VLPs (Bak VLPs), ohne CTB-
Mimotop-kodierende rekombinante Bakuloviren generieren zu müssen. 
In einem ersten Anlauf wurden, wie unter B.3.14.1 beschrieben, im humanen bzw. bakuloviralen 
System produzierte VLPs und CTB biotinyliert und durch Zugabe von Streptavidin gekoppelt. Die 
Analyse der Biotinylierung erfolgte im Western-Blot mit HRP-gekoppeltem Streptavidin. Zur 
Überprüfung der Kopplung wurden die VLPs mittels Zonalzentrifugation im Saccharosegradient 
aufbereitet und im Western Blot mit CTB-spezifischem sowie Gag-spezifischem Antikörper untersucht 
(Daten nicht gezeigt). Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach Immunogoldmarkierung mit einem 
CTB-spezifischen Antikörper zeigten, dass neben der Bindung von CTB an VLPs als Nebenprodukte 
VLP- und CTB-Aggregate entstehen. Abb. C-16 A zeigt exemplarisch VLPs, die über Streptavidin an 
andere VLPs gekoppelt wurden, Abb. C-16 B ein CTB-Aggregat das wiederum zwei VLP-Aggregate 
miteinander verbindet. 
 
BA
 
Abb. C-16: Elektronenmikroskopische Analyse der Präsentation von CTB auf der VLP-Oberfläche nach Kopplung 
mittels Biotinylierung und Streptavidin. 293T Zellen wurden mit syngagIIIB transfiziert. Nach 72h wurden die produzierten 
VLPs mittels Ultrazentrifugation des Überstands angereichert. Die Kopplung von CTB an VLPs erfolgte mittels Biotinylierung 
beider Komponenten und Zugabe von Streptavidin. Zur Abtrennung ungebundenen CTBs wurden die VLPs einer 
Zonalzentrifugation im Saccharosegradient (10-50 %) unterzogen. Für elektronenmikroskopische Aufnahmen erfolgte eine 
Immunogoldmarkierung mit einem CTB-spezifischen Antikörper. Dargestellt sind zwei exemplarische Aufnahmen in 
10.000facher (A) bzw. 30.000facher (B) Vergrößerung. 
 
Um die Entstehung solcher Nebenprodukte zu vermeiden, wurde alternativ eine Kopplung mittels 
Sulfo-NHS durchgeführt (siehe B.3.14.2). Dabei kommt es nach Überführung von CTB in einen 
aminreaktiven NHS-Ester zur Bildung einer kovalenten Bindung zwischen CTB und VLP. Gekoppelte 
VLPs wurden zur Analyse mittels Zonalzentrifugation im Saccharosegradient aufbereitet und im 
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Western Blot mit CTB-spezifischem sowie Gag-spezifischem Antikörper untersucht (Daten nicht 
gezeigt). Abb. C-17 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von mit kommerziellem CTB 
gekoppelten VLPs nach Immunogoldmarkierung mit einem CTB-spezifischen Antikörper. Mit Hilfe der 
Sulfo-NHS Methode konnten analog auch im humanen und im bakuloviralen System produzierte VLPs 
mit CTBGST und MNCTBGST gekoppelt werden (Daten nicht gezeigt).  
 
BA
293-F VLP Bak VLP
 
Abb. C-17: Elektronenmikroskopische Analyse der Präsentation von CTB auf der VLP-Oberfläche nach Kopplung 
mittels Sulfo-NHS. Die Kopplung von CTB an VLPs, produziert im humanen System (A) oder über rekombinantes Bakulovirus 
(B), erfolgte mittels Überführung von CTB in einen aminreaktiven NHS-Ester welcher mit einer freien Aminogruppen auf VLPs 
eine kovalente Bindung bildet. Zur Abtrennung ungebundenen CTBs wurden die VLPs einer Zonalzentrifugation im 
Saccharosegradient (10-50 %) unterzogen. Für elektronenmikroskopische Aufnahmen erfolgte eine Immunogoldmarkierung mit 
einem CTB-spezifischen Antikörper. Dargestellt ist je eine exemplarische Aufnahme in 20.000facher Vergrößerung. Der 
schwarze Pfeil in B kennzeichnet ein in der VLP-Präparation enthaltenes Bakulovirus. 
 
C.1.4 Relative Quantifizierung der Beladung von VLPs mit CTB 
Für einen Vergleich der auf unterschiedliche Weise CTB präsentierenden VLPs im Kleintiermodell 
sollte die Menge an jeweils enthaltenem CTB berücksichtigt werden. Daher wurde versucht, die 
Beladung von VLPs mit CTB zu quantifizieren.  
Hierfür wurde zunächst eine Kombination aus zwei ELISA Varianten eingesetzt. Die Bestimmung der 
Gag Menge einer VLP Probe erfolgte dabei über einen HIV-1 Capsidantigen nachweisenden ELISA 
(siehe B.3.4). Da dieser spezifisch für prozessiertes Capsid ist, wurde zur Übertragung der Ergebnisse 
auf die Pr55gag Menge, wie unter B.3.4 beschrieben, mit Hilfe von rekombinanter HIV-1 Protease 
ermittelt, dass das Signal für prozessiertes Capsid  2,4-mal stärker ist als dasjenige für die gleiche 
Menge Pr55gag.  
Zur Quantifizierung der CTB Menge einer VLP Probe wurde ein ELISA entworfen, bei dem Platten mit 
einem murinen CTB-spezifischen Antikörper (GTX21003, siehe B.2.4, Tab. B-4) beschichtet wurden. 
Nach Auftragen der lysierten VLPs erfolgte die Detektion des gebundenen CTB über ein CTB-
spezifisches Antiserum (C 3062, siehe B.3.12, Tab. B-11). Trotz diverser Variationen von Blockierung, 
Antikörperverdünnung und Inkubationsbedingungen ließen sich allerdings weder ein starkes 
Hintergrundsignal eliminieren noch die Qualität der Eichgerade im CTB ELISA ausreichend 
optimieren, um reproduzierbare Werte für die Beladung von VLPs mit CTB zu ermitteln. 
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Daher wurde die Quantifizierung wie unter B.3.8 beschrieben mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Färbung bzw. Western-Blot durchgeführt. Die Bestimmung der Gag Menge einer Probe erfolgte dabei 
anhand eines BSA-Standards im Coomassie-gefärbten Gel. Diese Methode umgeht die entstehende 
Ungenauigkeit aus Capsidantigen ELISA und Protease Behandlung. Die CTB Menge wurde mit Hilfe 
eines Standards aus kommerziellem CTB ermittelt. Da sowohl über eine Transmembrandomäne als 
auch über chemische Kopplung auf VLPs präsentiertes CTB nicht in einem Coomassie-gefärbten Gel 
sichtbar sind, wurden die entsprechenden Banden nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit 
Hilfe eines CTB-spezifischen Antikörpers detektiert.  
Die wiederholte Durchführung dieser Quantifizierungsmethode ergab Schwankungen der absoluten 
Werte. Ein reproduzierbares Ergebnis lieferte aber der Vergleich auf einem Gel nebeneinander 
aufgetragener Proben. So konnte gezeigt werden, dass in humanen Zellen produzierte VLPs über 
eine Transmembrandomäne etwa doppelt so viel CTB tragen wie VLPs nach chemischer Kopplung. 
Diese wiederum präsentieren etwa 5x so viel CTB wie mittels rekombinantem Bakulovirus in 
Insektenzellen produzierte VLPs nach Kopplung. Tabelle C-1 enthält als Richtwerte anzusehende, aus 
zwei unabhängigen Experimenten ermittelte Ergebnisse der Beladung auf unterschiedliche Weise 
CTB präsentierender VLPs. 
 
VLP µg CTB pro 30 µg VLP 
293-F VLP/CTB-CD34TM 1,22 
293-F VLP/CTB-CD34 gekoppelt 0,72 
Bak VLP/CTB-CD34 gekoppelt 0,13 
 
Tab. C-1: Richtwerte der Beladung von VLPs mit CTB 
Die angegebenen Werte ergeben sich als Mittelwert zweier unabhängiger Experimente.   
 
C.2 Immunogenität chimärer CTB-Varianten 
Für die Immunisierungsexperimente wurden VLPs, wie unter B.2.5 (293-F VLP) bzw. B.2.6 (Bak VLP) 
beschrieben, sowie lösliches chimäres CTB, wie unter B.3.11 und C.1.2.4 erläutert, in Großansätzen 
produziert. Alle eingesetzten Chargen wurden im Coomassie-gefärbten Gel quantifiziert (siehe B.3.5) 
und mittels Western-Blot analysiert. Des Weitern wurde bei jeder Probe die Nicht-Überschreitung der 
zulässigen Menge an bakteriellem Endotoxin 30 kontrolliert (siehe B.3.15). 
Die durchgeführten in vivo Studien erfolgten im Hinblick auf zwei Fragestellungen, den Adjuvans-
Effekt des Trägerproteins CTB einerseits und die Fokussierung der Immunantworten auf den durch 
das Mimotop dargestellten Env-Bereich andererseits. 
C.2.1 Adjuvans-Effekt von CTB  
Die Messung des Adjuvans-Effekts von CTB erfolgte vornehmlich durch Untersuchung des Einflusses 
chimärer CTB-Varianten auf Gag-spezifische Immunantworten.  
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C.2.1.1 Im humanen System produzierte VLPs induzieren ohne Adjuvans keine 
Gag-spezifische mukosale Immunantwort 
Vor Analyse des Adjuvans-Effekts verschiedener CTB-Varianten wurde zunächst die durch VLPs an 
sich induzierte Gag-spezifische Immunantwort untersucht. Da in der Regel mukosale Oberflächen als 
Eintrittspforte von HIV fungieren, muss eine neutralisierende Vakzine in der Lage sein, mukosale 
Immunantworten zu induzieren. Offenbar ist dafür die Darreichung der Immunogene über mukosale 
Routen erforderlich 66,86,100,187,224, weshalb die intranasale Applikation von VLPs getestet wurde. Zur 
Kontrolle erfolgte die geläufige Injektion in den Muskel. In beiden Fällen wurden BALB/c Mäuse 
zweimal mit je 3, 10 bzw. 30 µg im humanen System produzierter VLPs (Quantifizierung von Gag 
nach B.3.5) immunisiert. Dabei folgte einer Grundimmunisierung nach sieben Wochen eine Booster-
Immunisierung. Drei Wochen später wurden die Milzen entnommen, jeweils zwei Milzen pro Gruppe 
vereint und Gag-spezifische zelluläre Immunantworten, wie unter B.4.4 beschrieben, mittels FACS 
Analyse bestimmt (siehe Abb. C-18 A und D). Zum Auslesen humoraler Immunantworten wurde den 
Mäusen vor der Grundimmunisierung sowie 3 Wochen nach der Booster-Immunisierung Blut 
entnommen und das daraus gewonnene Serum (siehe B.4.2.1) mittels Gesamtimmunglobulin ELISA 
analysiert (siehe B.4.2.2; Abb. C-18 B und E). Für mukosale Immunantworten wurden 
Bronchoalveolare Lavagen (BAL), wie unter B.4.3.1 beschrieben, gewonnen und im IgA Antikörper 
ELISA untersucht (siehe B.4.3.2; Abb. C-18 C und F). 
Nach intramuskulärer Applikation von VLPs ließ sich für zelluläre und systemisch humorale 
Immunantworten ein Dosis-abhängiger Effekt zeigen (Abb. C-18 A und B), eine mukosale Antwort 
konnte wie erwartet nicht nachgewiesen werden. Lediglich eine einzelne Maus wies bei i.m. 
Immunisierung mit der höchsten Dosis einen Gag-spezifischen Antikörpertiter auf (Abb. C-18 C).  
Ohne die Präsenz eines Adjuvans war bei keiner der eingesetzten Dosen VLPs eine Gag-spezifische 
Immunantwort nach intranasaler Immunisierung nachweisbar. Lediglich zwei Einzelmäuse hatten 
einen schwachen Gag-spezifischen IgA Titer (Abb. C-18 F). In weiteren Immunisierungen zeigte sich 
allerdings, dass die Stärke der Antworten insgesamt von Experiment zu Experiment variiert, wodurch 
z. T. Gag-spezifische systemisch humorale Immunantworten nach i.n. Applikation von VLPs ohne 
Adjuvans nachgewiesen werden konnten (siehe z.B. Abb. C-19 B). Eine mukosale Immunantwort ließ 
sich jedoch durch im humanen System produzierte VLPs ohne Adjuvans in keinem der durchgeführten 
Experimente induzieren. 
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Abb. C-18: Gag-spezifische Immunantworten nach intramuskulärer bzw. intranasaler Immunisierung mit 
verschiedenen Dosen im humanen System produzierter VLPs. 6 Mäuse pro Gruppe wurden zweimal mit je 3, 10 bzw. 
30 µg VLPs intramuskulär (A-C) bzw. intranasal (D-F) immunisiert. Nicht immunisierte Mäuse (mock) dienten als 
Negativkontrolle. (A, D) 2·107 Splenozyten wurden für 6 h mit einem Gag-spezifischen A9I Peptid (stimuliert) oder ohne Peptid 
(nicht stimuliert) behandelt. Im Anschluss wurde die Anzahl CD8+/IFNγ+ Zellen pro 30.000 CD8+ Zellen mittels FACS Analyse 
bestimmt. (B, E) Zur Ermittlung der Gag-spezifischen humoralen Immunantworten (Igtotal) wurden Seren der immunisierten 
Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. (C, F) Die Bestimmung Gag-spezifischer mukosaler Immunantworten 
(IgA) erfolgte durch Analyse der Bronchoalveolaren Lavagen (BAL) im ELISA. Dargestellt sind die Antikörpertiter der 
Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert der Gruppe (Linie).  
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C.2.1.2 Die Präsentation von CTB auf VLPs mittels Transmembrandomäne 
sowie das Beimischen von CTB induzieren eine Gag-spezifische 
mukosale Immunantwort 
Im Folgenden wurde der Einfluss von CTB, zunächst ohne Anwesenheit eines Mimotops, auf Gag-
spezifische Immunantworten untersucht. BALB/c Mäuse wurden intranasal mit je 30 µg im humanen 
System produzierter VLPs immunisiert, wobei entweder 10 µg kommerzielles CTB in löslicher Form 
beigemischt wurden oder die VLPs CTB über eine Transmembrandomäne bzw. nach chemischer 
Kopplung auf der Oberfläche präsentierten. Zum Vergleich verabreichte man Mäusen VLPs ohne 
CTB. Nicht behandelte Mäuse (mock) sowie i.m. mit VLPs immunisierte Mäuse dienten als weitere 
Kontrollen (Abb. C-19). Einer Grundimmunisierung folgten zwei homologe Booster-Immunisierungen 
nach 4 und 7 Wochen. Eine Woche nach der finalen Applikation wurden Milzen entnommen und BALs 
durchgeführt. Seren wurden vor der Grundimmunisierung sowie nach jeder einzelnen Immunisierung 
gewonnen. Die Analyse im ELISA zeigte eine kontinuierliche Zunahme der Gag- und CTB-
spezifischen Antikörpertiter über die Zeit (nicht gezeigt). In Abb. C-19 B bzw. D sind die Titer der 
Seren dargestellt, die eine Woche nach der finalen Immunisierung gewonnen wurden. 
Wie bereits im vorangehenden Abschnitt angesprochen, reagierten hier vier von sechs Mäusen auf 
eine i.n. Immunisierung mit VLPs ohne Anwesenheit von CTB durch Produktion Gag-spezifischer 
Antikörper (Abb. C-19 B, Gr. 2). Das Beimischen von löslichem CTB konnte den Igtotal Titer um mehr 
als zwei Potenzen erhöhen (Gr. 3) und übertrifft damit sogar die Reaktion auf i.m. applizierte VLPs 
(Gr. 6). Die Präsentation von CTB über eine Transmembrandomäne (Gr. 5) verbesserte die Gag-
spezifische humorale Immunantwort zumindest etwa um eine halbe Potenz, wohingegen mit CTB 
gekoppelte VLPs keinen Einfluss hatten (Gr. 4).  
Durch jede Form der Präsenz von CTB in VLP-Proben konnten Gag-spezifische mukosale 
Immunantworten de novo induziert werden (Abb. C-19 C), wobei bei einem Titer von etwa 10.000 bei 
beigemischtem CTB der Effekt von TM gebundenem oder gekoppeltem CTB relativ gering ausfiel (ca. 
10 bzw. 5). Die Untersuchung der CTB-spezifischen Antikörperantworten (Abb. C-19 D bzw. E) diente 
als zusätzliche Kontrolle der Präsenz von CTB in den verabreichten Proben. 
Auch Gag-spezifische zelluläre Immunantworten konnten durch das Beimischen sowie die 
Präsentation von CTB über eine Transmembrandomäne induziert werden (Abb. C-19 A). Hierbei hatte 
die TM-Variante sogar den größeren Effekt. Gekoppeltes CTB konnte dagegen keine Gag-spezifische 
zelluläre Immunantwort induzieren. 
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Abb. C-19: Nachweis eines Adjuvans-Effekts von CTB auf Gag-spezifische Immunantworten nach intranasaler 
Immunisierung von BALB/c Mäusen. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie angegeben dreimal mit je 30 µg VLPs immunisiert. In 
Gruppe 3 wurden den VLPs bei jeder Immunisierung je 10 µg lösliches CTB beigemischt. Nicht immunisierte (mock) sowie i.m. 
mit VLPs immunisierte Mäuse dienten als Kontrolle. (A) 2·107 Splenozyten wurden für 6 h mit einem Gag-spezifischen A9I Peptid 
(stimuliert) oder ohne Peptid (nicht stimuliert) behandelt. Im Anschluss wurde die Anzahl CD8+/IFNγ+ Zellen pro 30.000 CD8+ 
Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. (B-E) Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal)  bzw. mukosalen (IgA) Immunantworten 
wurden Seren (B, D) bzw. BALs (C, E) der immunisierten Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. Dargestellt 
sind die Gag-spezifischen (B, C) bzw. CTB-spezifischen (D, E) Antikörpertiter der Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert 
der Gruppe (Linie). Signifikanz (zweiseitiger Student`s t-test): * (0,05 < P ≤ 0,1), ** (0,01 ≤ P ≤ 0,05), *** (P < 0,01). 
 
C.2.1.3 Im bakuloviralen System produzierte VLPs sind aufgrund ihrer Verunreinigung 
mit Bakuloviren hoch immunogen und eignen sich daher nicht als 
Messgröße für einen CTB-spezifischen Adjuvans-Effekt 
Neben den im humanen System produzierten VLPs (293-F VLPs) wurden wie unter C.1.3 beschrieben 
auch mit Hilfe von Bakuloviren in Insektenzellen hergestellte VLPs (Bak VLPs) mit CTB gekoppelt. Um 
den Adjuvans-Effekt von CTB auch bei Bak VLPs zu testen, wurde ein zu dem im vorangegangenen 
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Abschnitt identisches Immunisierungsexperiment mit Bak VLPs durchgeführt. Zum direkten Vergleich 
wurden einer Gruppe 293-F VLPs verabreicht. Die Applikation der Proben erfolgte ausschließlich 
intranasal (Abb. C-20). 
Es zeigte sich sowohl bei den Gag-spezifischen T-Zell-Antworten (Abb. C-20 A) als auch bei den 
systemischen und mukosalen Antikörperantworten (Abb. C-20 B bzw. C), dass in Insektenzellen mit 
Hilfe von Bakuloviren produzierte VLPs bereits ohne CTB so hoch immunogen sind, dass die Präsenz 
von CTB in jeglicher Form keine weitere Steigerung bewirken konnte. Die Kopplung von CTB hatte 
sogar einen negativen Effekt auf die zelluläre Immunantwort (Abb. C-20 A, Gr. 5). Des Weiteren 
konnte außer bei der CTB-spezifischen Antwort der gekoppelten VLPs bei keiner mit Bak VLPs 
immunisierten Gruppe eine Zunahme der Antikörpertiter (Gag- und CTB-spezifisch) in den final 
gewonnenen Seren gegenüber denjenigen nach der ersten Booster-Immunisierungen festgestellt 
werden (Abb. C-20 B, D). 
Der verglichen mit den 293-F VLPs starke immunstimulatorische Effekt der Bak VLPs lässt sich wohl 
auf die Verunreinigung von Bak VLPs mit Bakuloviren zurückführen (siehe Abb. C-17 B und D.2.1.2). 
Versuche in der Arbeitsgruppe, Bakuloviren aus der VLP-Präparation abzutrennen, erwiesen sich als 
erfolglos 28, weshalb die Verwendung von Bak VLPs zumindest zur Messung des Adjuvans-Effekts 
von CTB nicht geeignet ist. Daher wurden alle weiteren Immunisierungsversuche ausschließlich mit im 
humanen System produzierten VLPs durchgeführt. 
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Abb. C-20: Immunantworten nach intranasaler Verabreichung von bakuloviral produzierten VLPs.  
6 Mäuse pro Gruppe wurden wie angegeben dreimal mit je 30 µg VLPs immunisiert. Nicht immunisierte Mäuse (mock) und 
solche, die mit im humanen System produzierten VLPs immunisiert wurden, dienten als Kontrolle. (A) 2·107 Splenozyten wurden 
für 6 h mit einem Gag-spezifischen A9I Peptid (stimuliert) oder ohne Peptid (nicht stimuliert) behandelt. Im Anschluss wurde die 
Anzahl CD8+/IFNγ+ Zellen pro 30.000 CD8+ Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. (B, D) Zur Ermittlung der humoralen Gag-
spezifischen (B) und CTB-spezifischen (D) Immunantworten (Igtotal) wurden Seren der immunisierten Mäuse im ELISA mittels 
Endpunktverdünnung untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse nach der ersten (6 Wochen) und der zweiten (8 Wochen) 
Booster-Immunisierung. (C, E) Die Bestimmung Gag-spezifischer (C) und CTB-spezifischer (E) mukosaler Immunantworten 
(IgA) erfolgte durch Analyse der Bronchoalveolaren Lavagen (BAL) im ELISA. Dargestellt sind die Antikörpertiter der 
Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert der Gruppe (Linie). 
 
C.2.1.4 Der Adjuvans-Effekt von löslich beigemischtem CTB auf Gag-spezifische 
Immunantworten bleibt bei Präsentation eines Mimotops erhalten 
Wie unter C.2.1.2 beschrieben hat das Beimischen von CTB einen stark positiven Effekt auf die Gag-
spezifische Immunantwort intranasal applizierter VLPs. Darauf aufbauend wurde untersucht, welchen 
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Einfluss es auf diesen Adjuvans-Effekt hat, wenn CTB ein Mimotop trägt. Hierfür wurden, analog zu 
dem in C.2.1.2 beschriebenen Experiment, BALB/c Mäuse intranasal mit je 30 µg VLPs plus 10 µg 
Mimotop-präsentierendes CTB (MNCTBGST) immunisiert. Zum Vergleich erhielten Mäuse anstelle von 
MNCTBGST entweder selbst produziertes CTB ohne Mimotop (CTBGST), kommerzielles CTB oder 
selbst produziertes GST. Als weitere Kontrollen dienten nicht behandelte Mäuse (mock) sowie Mäuse, 
denen ausschließlich 30 µg VLPs (i.n.) verabreicht wurden (Abb. C-21). Wie in C.2.1.2 folgten einer 
Grundimmunisierung zwei homologe Booster-Immunisierungen nach 4 und 7 Wochen. Auch die 
Zeitpunkte von Serengewinnung und Gewebeentnahme entsprachen denjenigen in C.2.1.2. 
Anzumerken ist, dass in Gruppe 5 (siehe Abb. C-21) zwei Tiere bereits bei der ersten Booster-
Immunisierung und alle 6 Tiere bei der zweiten Booster-Immunisierung zwar VLPs, aber kein 
beigemischtes MNCTBGST erhielten, da die zur Immunisierung vorbereiteten Proteinchargen während 
der Lagerung ausfielen. 
Wie Abb. C-21 A zeigt, induziert nicht nur das Beimischen von kommerziellem CTB (Gr. 3) eine Gag-
spezifische zelluläre Immunantwort. Der Effekt bleibt, wenn auch geringfügig schwächer, für selbst 
produziertes CTB ohne (Gr. 4) sowie mit Mimotop (Gr. 5) erhalten und ist nicht auf den GST-tag 
zurückzuführen (Gr. 6). Ähnliches gilt für die humorale Immunantwort (Abb. C-21 B). Der Titer von 
Gag-spezifischem Gesamtimmunglobulin lässt sich durch jede beigemischte CTB-Variante, nicht aber 
GST erhöhen. Dabei ist wieder der Effekt von kommerziellem CTB mit über einer zehnfachen 
Steigerung etwas größer als der von selbst hergestelltem CTB ohne bzw. mit Mimotop (ca. fünf- bzw. 
zehnfache Steigerung). Aus diesen Daten lässt sich schließen, dass vermutlich ein GST-tag, nicht 
aber die Präsentation eines Mimotops den Adjuvans-Effekt von CTB leicht beeinträchtigen könnte. Die 
gleiche Schlussfolgerung ergibt sich bei der Analyse der mukosalen Antikörperantwort (Abb. C-21 C). 
Alle drei eingesetzten CTB-Varianten induzieren die Bildung Gag-spezifischer IgAs. Dabei liegt der 
mittlere Titer bei kommerziellem CTB etwas über 1000, bei CTBGST knapp unter 100 und bei 
MNCTBGST fast wieder bei 1000, obwohl in dieser Gruppe, wie oben erläutert, teilweise Booster-
Immunisierungen unvollständig waren. 
In Ergänzung wurde zusätzlich zur Gag-spezifischen auch wieder die CTB-spezifische humorale 
Immunantwort bestimmt (Abb. C-21 D und E). Die ermittelten, verminderten CTB-spezifischen 
Antikörpertiter von selbst produziertem CTB, welches einen GST-tag besitzt, verglichen mit 
kommerziellem CTB, das keinen GST-tag trägt, lassen sich zum einen dadurch erklären, dass alle 96-
Napf-Platten unabhängig von der immunisierten Probe mit kommerziellem CTB beschichtet wurden 
(siehe B.4.2.2 und B.4.3.2), zum anderen spiegeln die CTB-spezifischen Titer der Gruppe 5 die 
eingeschränkten Booster-Immunisierungen wieder. 
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Abb. C-21: Nachweis eines Adjuvans-Effekts von Mimotop-tragendem CTB auf Gag-spezifische Immunantworten 
nach intranasaler Immunisierung von BALB/c Mäusen. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie angegeben dreimal mit je 30 µg 
VLPs immunisiert. In Gruppe 3-6 wurden bei jeder Immunisierung 10 µg der angegebenen CTB-Variante bzw. GST beigemischt. 
Nicht immunisierte Mäuse (mock) dienten als Kontrolle. (A) 2·107 Splenozyten wurden für 6 h mit einem Gag-spezifischen A9I 
Peptid (stimuliert) oder ohne Peptid (nicht stimuliert) behandelt. Im Anschluss wurde die Anzahl CD8+/IFNγ+ Zellen pro 30.000 
CD8+ Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. (B-E) Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal)  bzw. mukosalen (IgA) 
Immunantworten wurden Seren (B, D) bzw. BALs (C, E) der immunisierten Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung 
untersucht. Dargestellt sind die Gag-spezifischen (B, C) bzw. CTB-spezifischen (D, E) Antikörpertiter der Einzelmäuse (♦) und 
der jeweilige Mittelwert der Gruppe (Linie). Signifikanz (zweiseitiger Student`s t-test): * (0,05 < P ≤ 0,1), ** (0,01 ≤ P ≤ 
0,05), *** (P < 0,01). 
 
C.2.1.5 CTB ist im Stande, humorale und mukosale Immunantworten gegen ein 
fusioniertes Peptid zu induzieren 
Abgesehen von der in C.2.1.4 beobachteten leichten Beeinträchtigung des Adjuvans-Effekts von CTB 
durch GST ergab sich durch den GST-tag auch die Möglichkeit die immunstimulatorische Wirkung von 
CTB auf die Antikörperantwort gegen ein fusioniertes Peptid zu untersuchen. Dazu wurden Seren und 
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BALs aus der in C.2.1.4 beschriebenen Immunisierungsstudie auf GST-spezifisches Gesamt-
immunglobulin (siehe B.4.2.2) und GST-spezifische IgAs (siehe B.4.3.2) untersucht. Wie Abb. C-22 A 
zu entnehmen ist, enthält nur das final gewonnene Serum einer von 6 Mäusen GST-spezifische 
Antikörper, wenn eine Immunisierung mit VLPs plus GST erfolgte (Gr. 6). Die Verabreichung eines mit 
CTB fusionierten GST (CTBGST und MNCTBGST) dagegen induziert bei jeweils allen 6 Mäusen eine 
GST-spezifische humorale Immunantwort (Gr. 4 bzw. 5). Vergleichbares wurde für die mukosale 
Antikörperantwort beobachtet (Abb. C-22 B). Ohne CTB waren in der BAL keiner der 6 immunisierten 
Mäuse GST-spezifische IgAs nachweisbar. Die Immunisierung von mit CTB fusioniertem GST 
dagegen induzierte jeweils eine starke mukosale Antikörperantwort. Das jeweils verhältnismäßig 
schlechtere Abschneiden von MNCTBGST erklärt sich durch die in C.2.1.4 erläuterten Einschränkungen 
bei den beiden Booster-Immunisierungen. 
Diese Ergebnisse beweisen, dass CTB in den entworfenen, selbst produzierten chimären Proteinen 
die humorale systemische und mukosale Immunantwort gegen fusionierte Bereiche positiv beeinflusst. 
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Abb. C-22: Nachweis eines Adjuvans-Effekts von CTB auf die humorale Immunantwort eines fusionierten 
Peptids am Beispiel von GST. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie angegeben dreimal intranasal mit je 30 µg VLPs immunisiert. 
In Gruppe 3-6 wurden bei jeder Immunisierung 10 µg der angegebenen CTB-Variante bzw. GST beigemischt. Nicht 
immunisierte Mäuse (mock) dienten als Kontrolle. Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal)  bzw. mukosalen (IgA) 
Immunantworten wurden Seren (A) bzw. BALs (B) der immunisierten Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. 
Dargestellt sind die GST-spezifischen Antikörpertiter der Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert der Gruppe (Linie). 
Signifikanz (zweiseitiger Student`s t-test): * (0,05 < P ≤ 0,1), ** (0,01 ≤ P ≤ 0,05), *** (P < 0,01). 
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C.2.1.6 Mittels Transmembrandomäne auf VLPs verankertes CTB induziert auch bei 
Präsentation eines Mimotops Gag-spezifische humorale Immunantworten 
Wie für löslich beigemischtes CTB wurde auch für über eine Transmembrandomäne auf der 
Oberfläche von VLPs präsentiertes CTB der Einfluss eines Mimotops auf den Adjuvans-Effekt 
untersucht. In Analogie zu der unter C.2.1.2 beschriebenen Studie wurden BALB/c Mäuse intranasal 
mit je 30 µg VLPs immunisiert, die entweder kein CTB oder CTB ohne (VLP/CTB-CD34TM) bzw. mit 
Mimotop (VLP/MNCTB-CD34TM) trugen. Nicht behandelte Mäuse (mock) dienten als Kontrolle (Abb. 
C-23). Immunisierungsschema und Zeitpunkte von Seren- bzw. Gewebeentnahme entsprachen 
denjenigen in C.2.1.2. 
Aufgrund insgesamt schwächerer Immunantworten im Verhältnis zu anderen Immunisierungs-
experimenten (siehe z.B. Gag-spezifische Igtotal Titer in  Abb. C-19; siehe auch C.2.1.1) und eines 
zusätzlich hohen Hintergrundsignals im FACS konnten hier keine zellulären Immunantworten von 
VLPs nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt, Experiment wird wiederholt). Die insgesamt 
schwächeren Antworten dieser Studie machten sich auch bei den mukosalen Immunantworten 
bemerkbar. So konnten lediglich in der BAL einer einzelnen Maus (immunisiert mit VLP/MNCTB-
CD34TM) Gag-spezifische IgAs nachgewiesen werden (Abb. C-23 B). 
Während die intranasale Applikation von VLPs ohne CTB keine Gag-spezifischen Antikörper hervorrief 
(Abb. C-23 A, Gr. 2), induzierten neben VLPs, die CTB alleine präsentieren (Gr. 3), auch CTB mit 
Mimotop tragende VLPs (Gr. 4) die Produktion Gag-spezifische Antikörper (Igtotal), wobei bei 
VLP/MNCTB-CD34TM der mittlere Titer etwas niedriger lag und im Gegensatz zu VLP/CTB-CD34TM 
nur die Hälfte der Mäuse reagierte. 
Ergebnisse 
 61
i.n.VLP/MNCTB-CD34TM4
i.n.VLP/CTB-CD34TM3
i.n.VLP2
mock1
1 2 3 4
1
10
100
1000
10000
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
1 2 3 4
0
2
4
6
8
10
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
A
B D
C
Gag-spezifische Immunantworten CTB-spezifische Immunantworten
1 2 3 4
0
2
4
6
8
10
12
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
1 2 3 4
1
10
100
1000
10000
100000
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
Ga
g-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
gA
 Ti
ter
CT
B-s
pe
zifi
sch
e I
g to
tal T
iter
*
 
Abb. C-23: Nachweis eines Adjuvans-Effekts von Mimotop-tragendem, über eine Transmembrandomäne 
präsentiertem CTB auf Gag-spezifische humorale Immunantworten nach intranasaler Immunisierung von 
BALB/c Mäusen. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie angegeben dreimal mit je 30 µg VLPs immunisiert. Nicht immunisierte Mäuse 
(mock) dienten als Kontrolle. Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal) bzw. mukosalen (IgA) Immunantworten wurden Seren (A, B) 
bzw. BALs (C, D) der immunisierten Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. Dargestellt sind die Gag-
spezifischen (A, B) bzw. CTB-spezifischen (C, D) Antikörpertiter der Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert der Gruppe 
(Linie). Signifikanz (zweiseitiger Student`s t-test): * (P ≤ 0,1). 
 
C.2.2 Fokussierung der humoralen Immunantwort auf ein Env Epitop 
Im zweiten Teil der Immunisierungsstudien wurde die Fokussierung der Immunantworten auf den 
durch das Mimotop dargestellten Env-Bereich untersucht. 
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C.2.2.1 Eine heterologe Prime-Boost-Immunisierung mit gp41 kodierender DNA 
und MNCTBGST führt zur Induktion Mimotop-spezifischer HIV-1 Env 
Antikörper mit moderater Clade übergreifender Neutralisationsaktivität 
Neben der Untersuchung des Adjuvans-Effekts von CTB ist ein wesentliches Ziel bei der Entwicklung 
einer effizienten HIV Vakzine die Induktion breit neutralisierender Antikörper (bNAK) gegen Env. Wie 
unter C.1.1.1 beschrieben entstammt der durch das Mimotop dargestellte Bereich der MPER 
(membrane proximal external region) von Env und enthält die Kernepitope der beiden bekannten 
bNAKs 2F5 und 4E10. Unter C.1.2.3 konnte gezeigt werden, dass diese Epitope frei zugänglich 
präsentiert werden. Im Folgenden wurde nun untersucht, ob lösliches, Mimotop-tragendes CTB 
(MNCTBGST) in der Lage ist, die Bildung MPER-spezifischer Antikörper hervorzurufen. 
BALB/c Mäuse wurden viermal im Abstand von je vier Wochen intranasal mit je 10 µg MNCTBGST 
immunisiert. Eine weitere Gruppe erhielt anstelle der ersten beiden Immunisierungen mit MNCTBGST 
jeweils 80 µg einer gp41 kodierenden DNA Vakzine (ZM96 mit eingeführtem 2F5 Epitop; zur 
Verfügung gestellt von T. Benen 17, siehe E.2) über die intramuskuläre Route. Als Kontrollen dienten 
nicht behandelte sowie viermal mit je 30 µg CTBGST immunisierte Mäuse. Zur Analyse der humoralen 
Immunantwort wurden Seren vor der ersten sowie jeweils zwei Wochen nach der zweiten und vierten 
Applikation gewonnen. 
Abb. C-24 A ist zu entnehmen, dass durch zweifache Immunisierung mit MNCTBGST eine moderate 
MPER-spezifische Antikörperantwort hervorgerufen wurde, die durch zwei weitere Immunisierungen 
mit dem Protein aber nicht gesteigert werden konnte (Gr. 3). Nach zweifacher Applikation der gp41 
kodierenden DNA Vakzine wurden keine MPER-spezifischen Antikörper gebildet. Erst durch die 
anschließende Verabreichung von Mimotop-tragendem CTB wurde in 4 von 8 Mäusen die Bildung 
MPER-spezifischer Antikörper induziert (Gr. 4). Der mittlere Titer bei der heterologen gp41 DNA Prime 
und MNCTBGST Boost-Immunisierung lag dann jedoch um mehr als eine Potenz über dem Wert, der 
durch zweifache Immunisierung mit MNCTBGST erreicht werden konnte.  
Um zu untersuchen, ob die induzierten MPER-spezifischen Antikörper auch neutralisierende Aktivität 
besitzen, wurden die final gewonnenen Seren der heterolog immunisierten Gruppe einem TZM.bl Test 
unterzogen (siehe B.4.2.3). Dabei werden TZM.bl Zellen, die neben CD4 beide Corezeptoren für eine 
HIV-Infektion tragen, zunächst mit den potentiell bNAK enthaltenden Seren und anschließend mit 
verschiedenen Virus Isolaten inkubiert. Der Messung erfolgter Infektion dient ein, durch den HIV LTR 
Promotor regulierter Reporter. Wie Abb. C-24 B zeigt wirkten 4 von 8 Seren neutralisierend. Dabei 
waren die Titer dreier Mäuse zwar eher moderat, jedoch konnten Clade übergreifend jeweils 3 der 4 
untersuchten Viren neutralisiert werden. Getestet wurde neben dem Clade B Virus 89.6, dessen 
MPER-Region mit derjenigen des zur Immunisierung eingesetzten DNA-Konstrukts und dem Mimotop 
von MNCTBGST übereinstimmt, noch ein weiterer Clade B und zwei Clade C Viren. Der 
Neutralisationstiter des vierten Serums war bei Verwendung von 89.6 um den Faktor 10 höher als bei 
den anderen Seren. Um die Neutralisation der anderen 3 Viren zu testen reichte das Serum dieser 
Maus jedoch nicht aus.  
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Abb. C-24: Induktion MPER-spezifischer Antikörper durch aufeinanderfolgende gp41 DNA und MNCTBGST Protein 
Immunisierungen von BALB/c Mäusen. 8 Tiere pro Gruppe wurden zunächst zweimal mit je 10 µg der angegebenen CTB-
Variante oder 80 µg gp41 DNA, danach weitere zweimal mit der angegebenen CTB-Variante immunisiert. Nicht immunisierte 
Mäuse (mock) dienten als Kontrolle. (A) Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal) Immunantworten nach der zweiten (hellblau) und 
vierten (blau) Immunisierung wurden Seren der Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. Die beiden 
analysierten Zeitpunkte sind in der Tabelle durch Pfeile in der entsprechenden Farbe markiert. Dargestellt ist der Mittelwert der 
MPER-spezifischen Antikörpertiter jeder Gruppe. (B) Präimmunseren (Woche 0) und Seren nach der finalen Immunisierung 
(Woche 14) von Gruppe 4 wurden einem TZM.bl Neutralisationstest unterzogen. Angegeben ist der Titer, bei dem das jeweils 
angegebene Virus zu 50 % neutralisiert wurde (* = <20; NT = not tested). 
 
Wie bei der Untersuchung des Adjuvans-Effekts (Abschnitt C.2.1), wurden auch bei den Mäusen 
dieser Studie bronchoalveolare Lavagen durchgeführt. Allerdings waren in den Proben keine MPER-
spezifischen IgAs nachweisbar (nicht gezeigt). Die Induktion mukosaler Antikörper gelang aber, wenn 
auch sehr moderat, in einer weiteren Immunisierungsstudie, bei der MNCTBGST mit VLPs gemischt 
verabreicht wurde (siehe Abb. C-25 B, Gr. 3). Im genannten Experiment wurden BALB/c Mäuse 
dreimal intranasal mit je 30 µg VLPs plus 10 µg CTBGST bzw. MNCTBGST immunisiert. Eine weitere 
Gruppe erhielt bei der ersten Immunisierung anstelle von VLPs vermischt mit MNCTBGST 
ausschließlich 60 µg gag DNA (pcDNA3.1syngagIIIB) intramuskulär. Nicht behandelte Mäuse (mock) 
dienten als Kontrolle (Abb. C-25). Die Booster-Immunisierungen erfolgten 4 und 7 Wochen nach der 
Grundimmunisierung. Die Zeitpunkte von Serengewinnung und BALs entsprachen denjenigen in 
C.2.1.2. 
Bemerkenswert ist, dass, wie eine Kombination aus gp41 DNA und MNCTBGST (Abb. C-24 A), auch 
eine heterologe gag DNA Prime und MNCTBGST plus VLP Boost-Immunisierung (Abb. C-25 A, Gr. 4) 
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die Bildung MPER-spezifischer Antikörper induzieren kann, wenn auch nur bei 2 von 6 Mäusen. Eine 
dreifach homologe Verabreichung von MNCTBGST plus VLPs dagegen rief keine MPER-spezifischen 
Antikörper im Serum hervor (Gr. 3). 
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Abb. C-25: Induktion MPER-spezifischer Antikörper durch aufeinanderfolgende gag DNA und VLP + MNCTBGST 
Immunisierungen von BALB/c Mäusen. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie angegeben zunächst einmall mit je 30 µg VLP und 
10 µg CTB-Variante oder 60 µg gag DNA, danach weitere zweimal mit der VLPs und der angegebenen CTB-Variante 
immunisiert. Nicht immunisierte Mäuse (mock) dienten als Kontrolle. (A) Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal) Immunantworten 
nach der ersten (hellblau) und dritten (blau) Immunisierung wurden Seren der Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung 
untersucht. Die beiden analysierten Zeitpunkte sind in der Tabelle durch Pfeile in der entsprechenden Farbe markiert. 
Dargestellt ist der Mittelwert der MPER-spezifischen Antikörpertiter jeder Gruppe. (B) Zur Ermittlung der mukosalen 
Immunantworten (IgA) wurden BALs mittels Endpunktverdünnung im ELISA untersucht. 
 
C.2.2.2 Auch die Verabreichung von VLP/MNCTB-CD34TM induziert nach einer 
gp41 plus gag DNA Grundimmunisierung Mimotop-spezifische HIV-1 
Env Antikörper 
Wie im vorangehenden Abschnitt für lösliches Mimotop-tragendes CTB wurde auch für über eine 
Transmembrandomäne auf VLPs präsentiertes CTB mit Mimotop (VLP/MNCTB-CD34TM) untersucht, 
ob eine Immunisierung zur Induktion MPER-spezifischer Antikörper führt. 
Hierfür wurden BALB/c Mäuse dreimal intranasal mit je 30 µg VLP/MNCTB-CD34TM behandelt. Eine 
Vergleichsgruppe erhielt stattdessen dreimal gp41 (89.6; siehe E.2) präsentierende VLPs (gp41 DNA 
zur Produktion der VLPs zur Verfügung gestellt von T. Benen 17). Bei weiteren Gruppen wurde die 
Grundimmunisierung mit VLPs durch einen DNA Prime (i.m.) ersetzt. Dabei erhielten zweimal mit 
VLP/MNCTB-CD34TM geboostete Mäuse entweder gag (pcDNA3.1syngagIIIB) und mnctb-cd34tm 
DNA oder gag und gp41 DNA, zweimal mit VLP/gp41 geboostete Mäuse bekamen gag und gp41 
DNA. Zur Kontrolle wurden Mäuse nicht behandelt (mock) bzw. ausschließlich einmal intramuskulär 
mit gag plus mnctb-cd34tm DNA oder gag plus gp41 DNA immunisiert (siehe Abb. C-26). 
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Durch die zusätzliche Applikation von gag DNA zu gp41 oder mnctb-cd34tm DNA wird bereits bei der 
Grundimmunisierung die Bildung von VLPs in der Maus ermöglicht. Somit werden bei Prime und 
Boost die gleichen Antigene eingesetzt und es wird schon durch die Grundimmunisierung eine Gag-
spezifische zelluläre Immunantwort induziert (nähere Ausführungen dazu siehe A.1.4 und A.1.5). Des 
Weiteren zeigte sich, dass ein Prime mit gag DNA (siehe Abb. C-25), ähnlich einem Prime mit gp41 
DNA (siehe Abb. C-24), zur Induktion MPER-spezifischer Antikörper beitragen kann. 
Abb. C-24 A ist zu entnehmen, dass bei dreifach homologer Immunisierung nur gp41 präsentierende 
VLPs (bei 1 von 6 Mäusen) eine moderate MPER-spezifische Antikörperantwort hervorrufen (Gr. 3), 
CTB mit Mimotop präsentierende VLPs aber nicht (Gr. 2). Auch keine der ausschließlichen DNA-
Applikationen führte zu diesem Ziel (Gr. 4, 5). Nur eine heterologe Kombination aus gag und gp41 
DNA Prime und VLP/MNCTB-CD34TM Boost konnte eine MPER-spezifische Antikörperantwort 
induzieren (Gr. 7). Im Gegensatz zu Mimotop präsentierendem CTB in löslicher Form (siehe Abb. C-
24; 4 von 8 Mäusen) reagierten allerdings nur 2 von 6 Mäusen. Die Ursache dafür liegt vermutlich in 
der unterschiedlichen Menge des jeweils in der immunisierten Probe enthaltenen CTB (vergleiche 
Abschnitt C.1.4).  
Da in der Gruppe, in der statt gp41 DNA bei der Grundimmunisierung mnctb-cd34tm DNA eingesetzt 
wurde, keine MPER-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden konnten (Gr. 6), liegt die 
Hypothese nahe, dass der Effekt des gp41 DNA Prime stärker wiegt als der des gag DNA Prime. 
Anzumerken ist weiterhin, dass die erzielte Fokussierung auf den durch das Mimotop dargestellten 
Bereich mithilfe einer Präsentation durch CTB erfolgreich war (Gr. 7), wohingegen Booster-
Immunisierungen mit gp41 bezüglich der Induktion MPER-spezifischer Antikörper erfolglos waren 
(Gr. 8). 
Eine mukosale MPER-spezifische Immunantwort konnte nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 
Zu Kontrollzwecken wurden auch Gag-spezifische systemische und mukosale Antikörperantworten 
ausgelesen (Abb. C-26-B und C). Erstaunlich ist dabei, dass jede Kombination aus einem 
intramuskulären gag DNA Prime und einem intranasalen VLP Boost zur Induktion Gag-spezifischer 
IgAs führte (Abb. C-26 C, Gr. 6-8), während DNA oder VLPs alleine jeweils keine Gag-spezifische 
mukosale Immunantwort hervorriefen (vergleiche D.2.2.2 und Abb. E-2). Ebenfalls bemerkenswert ist 
der negative Effekt von gp41 auf die Gag-spezifische Immunantwort (Abb. C-26 B, Gr. 3).  
Neben den Gag-spezifischen, sind auch die CTB-spezifischen Antikörperantworten dargestellt (Abb. 
C-26 D und E). Interessant ist, dass auch hier nur durch eine Kombination von intramuskulärem 
mnctb-cd34tm DNA Prime und intranasalem VLP/MNCTB-CD34TM Boost mukosale Antikörper 
induziert werden konnten (Abb. C-26 D, Gr. 6). 
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Abb. C-26: Induktion MPER-spezifischer Antikörper durch aufeinanderfolgende gp41 DNA und VLP/MNCTB-
CD34TM Immunisierungen von BALB/c Mäusen. Je Immunisierung wurden nach angegebenem Schema 6 Tieren pro 
Gruppe 30 µg VLPs bzw. 60 µg gag DNA und äquimolare Menge gp41 DNA oder mnctb-cd34tm DNA verabreicht. Nicht 
immunisierte Mäuse (mock) dienten als Kontrolle. Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal) bzw. mukosalen (IgA) Immunantworten 
wurden eine Woche nach der finalen Immunisierung gewonnene Seren (A, B, D) bzw. BALs (C, E) im ELISA mittels 
Endpunktverdünnung untersucht. Dargestellt sind die MPER- (A), Gag- (B, C) bzw. CTB-spezifischen (D, E) Antikörpertiter als 
Mittelwert jeder Gruppe. 
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C.2.2.3 Die Immunisierung von Kaninchen bestätigt den Vorteil einer 
heterologen gp41 DNA Prime und VLP/MNCTB-CD34TM Boost 
Kombination 
Zusätzlich zu den bisher beschriebenen Experimenten mit BALB/c Mäusen wurde auch eine Studie 
mit Kaninchen durchgeführt. Die Tiere erhielten 2 Immunisierungen mit je 500 µg gp41 DNA (89.6; zur 
Verfügung gestellt von T. Benen 17, siehe E.2) im Abstand von 4 Wochen. 8 Wochen später folgten 
wiederum im Abstand von 4 Wochen zwei Immunisierungen mit je 100 µg VLP/CTB-CD34TM bzw. 
VLP/MNCTB-CD34TM. In Abb. C-27 ist die Analyse der final gewonnenen Seren (zwei Wochen nach 
der letzten Applikation) dargestellt.  
Wie bei BALB/c Mäusen (vergleiche Abb. C-26), führt die Kombination von gp41 DNA und 
VLP/MNCTB-CD34TM (bei 2 von 6 Tieren) zur Induktion MPER-spezifischer Antikörper (siehe Abb. 
C-27 A). Die Gag- und CTB-spezifischen Antikörperantworten sind ergänzend gezeigt (Abb. C-27 B 
und C).  
Um zu untersuchen ob die induzierten MPER-spezifischen Antikörper neutralisierende Aktivität 
besitzen, wurden die entsprechenden Seren einem TZM.bl Test unterzogen (siehe B.4.2.3). Abb. C-27 
D ist zu entnehmen, dass beide Seren moderat neutralisierend gegen ein untersuchtes Clade B Virus 
wirkten. 
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Abb. C-27: Induktion MPER-spezifischer Antikörper durch aufeinanderfolgende gp41 DNA und VLP/MNCTB-
CD34TM Immunisierungen von Kaninchen. Pro Gruppe wurden 6 Tiere wie angegeben zunächst zweimal mit je 500 µg 
gp41 DNA, dann zweimal mit jeweils 100 µg CTB-Variante-präsentierenden VLPs immunisiert. (A, B, C)) Zur Ermittlung der 
humoralen (Igtotal) Immunantworten nach der vierten Immunisierung wurden Seren der Mäuse im ELISA mittels 
Endpunktverdünnung untersucht. Dargestellt sind die MPER- (A), Gag- (B) bzw. CTB-spezifischen (C) Antikörpertiter als 
Mittelwert jeder Gruppe. (D) Präimmunseren (Woche 0) und Seren nach der finalen Immunisierung (Woche 22) von Gruppe 2 
wurden einem TZM.bl Neutralisationstest unterzogen. Angegeben ist der Titer, bei dem das Virus zu 50 % neutralisiert wurde 
(* = <20). 
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D Diskussion 
Zu den Herausforderungen bei der Entwicklung von Antigenen zur Induktion breit neutralisierender 
Antikörper gehören neben der hohen Diversität und Variabilität von HIV die extensive Glykosylierung 
von Env sowie die späte Exposition konservierter, für die Fusion entscheidender Bereiche. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden daher Antigene entworfen, bei denen ein kurzer Env Bereich mit 
Epitopen bekannter Breitneutralisierer (Mimotop) dem Immunsystem über das mukosale Adjuvans 
CTB als Träger präsentiert wird. Um die natürliche Virussituation zu imitieren und darüber hinaus auch 
zelluläre Immunantworten zu induzieren, wurden die chimären Proteine mit Hilfe einer 
Transmembrandomäne auf der Oberfläche von HIV-1 VLPs verankert. Alternativ wurden lösliche 
chimäre CTB-Varianten entwickelt, die durch chemische Kopplung kovalent mit VLPs verbunden 
wurden oder bei Immunisierungsexperimenten in löslicher Form VLPs beigemischt wurden (siehe 
D.1). In Immunisierungsstudien konnte der Adjuvans-Effekt des Trägermoleküls CTB nachgewiesen 
werden (siehe D.2.1) und durch eine heterologe Prime-Boost Strategie eine Mimotop-spezifische 
moderat neutralisierende, Clade-übergreifende Antikörperantwort induziert werden (siehe D.2.2) 
D.1 Konzeption und biochemische Charakterisierung chimärer CTB-
Varianten 
D.1.1 Das präsentierte Mimotop enthält die hoch konservierten, linearen 
Epitope von zwei bekannten breit neutralisierenden Antikörpern 
Wie unter A.1.3.1 beschrieben, sind alle bisher bekannten breit neutralisierenden Antikörper (bNAKs) 
gegen vier Bereiche von Env gerichtet. Das in dieser Arbeit über CTB präsentierte Mimotop zur 
Induktion von bNAKs entstammt der MPER (membrane proximal external region) von gp41 und 
enthält die hoch konservierten Epitope der beiden ersten identifizierten bNAKs, 2F5 und 4E10 231. Die 
Aminosäuresequenz des 2F5 Epitopes (ELDKWAS) ist in 72 % anderweitig hoch variabler HIV-1 
Isolate konserviert 146. Der Befund, dass 30 % aller Elite Controler MPER-spezifische Antikörper 
besitzen 193 und der Nachweis, dass Makaken durch passive Immunisierung mit diesen Antikörpern 
gegen eine Infektion mit mukosal verabreichtem SHIV geschützt werden konnten (siehe A.1.3.2), 
macht die Epitope von 2F5 und 4E10 zu einem höchst interessanten Ziel bei der Vakzineentwicklung. 
Die Tatsache, dass beide bNAKs lineare Epitope erkennen, erleichterte des Weiteren deren 
Darstellung durch Fusion mit einem Trägerprotein. 
D.1.2 Das mukosale Adjuvans CTB ist ein ideales Trägerprotein zur 
Präsentation eines Mimotops 
Die Darstellung neutralisationskompetenter Epitope durch ein kurzes Mimotop umgeht das Problem 
der Unzugänglichkeit dieser Bereiche in Volllänge Env und unterbindet die Bildung von Antikörpern 
gegen immundominante, aber nicht neutralisierende Bereiche von Env. Da Peptide aber nicht 
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immunogen genug sind, die Stimulation von antikörperproduzierenden B-Zellen auszulösen 143, wurde 
hier das MPER Mimotop über das mukosale Adjuvans CTB als Trägerprotein präsentiert.  
Die Fusion von Peptid-Antigenen mit Trägerproteinen wie dem Maltosebindeprotein (MalE) von E. coli 
hat sich zur Induktion Peptid-spezifischer Antikörper bereits seit längerem experimentell bewährt 
129,192. Durch Verwendung von MaIE als Träger konnten Coëffier und Kollegen das 2F5 Epitop zwar 
frei zugänglich darstellen, HIV-1 neutralisierende Antikörper konnten jedoch nicht induziert werden 41. 
Das hier verwendete CTB bietet MalE gegenüber den großen Vorteil, zusätzlich zur Trägerfunktion als 
starkes Adjuvans zu fungieren. Die immunstimulatorischen Eigenschaften von CTB, darunter die 
Induktion Antigen-spezifischer systemischer und mukosaler Antikörperantworten, in CTB-
Fusionsproteinen konnten in diversen Immunisierungsstudien bei Mäusen und Menschen 
nachgewiesen werden 70,95,112,168,180,215.  
In Alternative zu Trägerproteinen mit Adjuvansfunktion steht der Ansatz, die Struktur des präsentierten 
Epitopes in seiner Antikörper-gebundenen Konformation nachzuahmen. In diesem Zusammenhang 
wurden aktuell zwei Arbeiten veröffentlicht, bei denen mit Hilfe computergestützter Analysen 
geeignete Trägerproteine gesucht und so modifiziert wurden, dass sie das 2F5 bzw. das 4E10 Epitop 
in ihrer Antikörper-gebundenen Konformation darstellen 43,151. Ofek und Kollegen beschrieben 
allerdings, dass der 2F5 Epitop-spezifische Antikörpertiter mit der Flexibilität des Epitopes korreliert 
151. Darüber hinaus könnte ein konformationell flexibleres Epitop möglicherweise auch eine breiter 
neutralisierende Antikörperantwort induzieren. Die in dieser Arbeit beschriebene N-terminale Fusion 
von Mimotopen an das mukosale Adjuvans CTB sollte die gewünschte Flexibilität gewährleisten. 
Darüber hinaus wurde bei der Konzeption der chimären CTB-Varianten auch die Möglichkeit 
offengehalten, das hier verwendete Mimotop durch ein anderes Mimotop oder eine beliebige Mimotop-
Bibliothek auszutauschen (siehe Abb. C-1 B), was ohnehin nicht mit einem Struktur-basierten Ansatz 
zu vereinbaren ist. 
D.1.3 Durch das Display von chimärem CTB auf virusähnlichen Partikeln 
wird die native Virussituation nachgeahmt und das zelluläre 
Immunsystem angesprochen  
Wie unter A.1.4 erläutert, muss für eine breite und lang anhaltende Immunität gegen HIV nicht nur die 
humorale sondern auch die zelluläre Immunantwort angesprochen werden. Daher wurde in dieser 
Arbeit Mimotop tragendes CTB, das der Induktion breit neutralisierender Antikörper diente, auf der 
Oberfläche von HIV-1 virusähnlichen Partikeln (virus like particles, VLPs) präsentiert.  
Auf der Oberfläche von Staphylokokken konnte funktionales CTB bereits über einen Zellwandanker 
präsentiert werden. Dabei wurden die CTB tragenden Staphylokokken als „Zellvakzine“ diskutiert 121. 
Das Display von CTB auf der Oberfläche eukaryontischer Zellen mit Hilfe einer Transmembran-
domäne ist innovativ und konnte im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden. Die durch 
Coexpression von chimärem CTB und Gag entstehenden, CTB präsentierenden VLPs eignen sich 
verglichen mit kompletten bakteriellen Zellen weit besser als Impfstoffkandidat. VLPs gleichen dem 
Erscheinungsbild eines HI-Virus 69,  sind jedoch replikations-inkompetent und nicht infektiös 207. Sie 
sind in der Lage starke zelluläre und humorale Immunantworten ohne Zugabe von Adjuvantien zu 
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induzieren 52. VLPs wurden schon mehrfach zur Präsentation von Antigenen eingesetzt und wirkten 
dabei, verglichen mit den löslichen Antigenen, bereits als Adjuvans (Übersicht in 76). Kim und Kollegen 
verwendeten VLPs zur Präsentation eines gp41 Derivats, konnten aber keine neutralisierende 
Immunantwort induzieren 108. Ursache hierfür könnte die ineffiziente Oberflächenpräsentation der 
gp41 Transmembrandomäne (TM) sein. Wie in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, führt 
eine Verkürzung des cytoplasmatischen Teils oder der Einsatz einer heterologen TM zu einer 
verbesserten Präsentation von gp41 auf VLPs 50,52. Vor diesem Hintergrund wurden in der 
vorliegenden Arbeit zwei verschiedene Transmembrandomänen getestet, um einen möglichst 
effektiven Einbau der Proteine in VLPs zu erzielen. Nach Analyse zahlreicher Kandidaten bezüglich 
der unter C.1.1.1 erläuterten Kriterien stellten sich die Transmembrandomänen des zellulären CD34 
und des viralen gp64 als geeignete Kandidaten für die Präsentation von chimärem CTB auf der 
Oberfläche von VLPs heraus 57,197,50,51,213,28,153.  
Neben der Präsentation über eine Transmembrandomäne wurde alternativ in löslicher Form 
produziertes, Mimotop tragendes CTB unter Verwendung von Kopplungs-Reagenzien kovalent an 
VLPs gebunden. Die vergleichende relative Quantifizierung der Beladung von VLPs mit CTB  
bestätigte aber nicht die Annahme, dass durch Kopplung eventuell mehr CTB auf VLPs präsentiert 
werden könnte als mittels einer Transmembrandomäne. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass in 
humanen Zellen produzierte VLPs über eine Transmembrandomäne etwa doppelt so viel CTB tragen 
wie VLPs nach chemischer Kopplung (siehe C.1.4). Überdies vermuteten bereits Kang und Kollegen, 
die demonstrierten, dass die chemische Kopplung von CTB an im bakuloviralen System produzierte 
SIV (simian immunodeficiency virus) VLPs zur Verstärkung Env- und Gag-spezifischer systemisch und 
mukosal humoraler sowie zellulärer Immunantworten führt, einen Vorteil von inkorporiertem 
gegenüber nachträglich gekoppeltem CTB bezüglich des Potentials zur Induktion von bNAKs 103. 
Anstelle des Displays von chimärem CTB auf VLPs wäre zur partikulären Präsentation eines 
Mimotops auch dessen Fusion mit dem Partikel bildenden Trägerprotein E2, einer Untereinheit des 
Pyruvat Dehydrogenase Komplexes, denkbar 55. Caivano und Kollegen nutzten kürzlich dieses 
System zur Präsentation von Gag p17 und induzierten dadurch p17-spezifische humorale und 
zelluläre Immunantworten 37. Die in der vorliegenden Arbeit entworfene Strategie der Präsentation 
eines Mimotops in Fusion mit dem Trägerprotein CTB über Pr55Gag VLPs vereint jedoch die Vorteile 
des mukosalen Adjuvans CTB und der partikulären Präsentation zur Stimulation des zellulären 
Immunsystems in einem Ansatz. Darüber hinaus sind Pr55Gag VLPs nicht irgendwelche Partikel, 
sondern sie ahmen spezifisch die native HI-Virus Situation nach. 
Des Weiteren ergibt sich durch die Präsentation von chimärem CTB über eine Transmembrandomäne 
unter Verwendung eines in unserer Arbeitsgruppe etablierten lentiviralen Display-Systems 
(unveröffentlichte Technologie) die Möglichkeit eines Mimotop-Screenings, z.B. zur Identifizierung von 
Mimotopen mit verbesserter Bindung an neue breit neutralisierende Antikörper. Dabei kann die 
Integration einer Mimotop Bibliothek in CTB leicht und nahtlos über die eingebauten BsmBI 
Schnittstellen erfolgen (siehe Abb. C-1 B).  
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D.1.4 Alle konstruierten chimären CTB-Varianten werden exprimiert und 
können durch eine Transmembrandomäne effizient auf der 
Zelloberfläche präsentiert werden 
Eine Voraussetzung für die Inkorporation von chimärem CTB in VLPs wurde durch die effiziente 
Expression der Fusionsproteine auf der Oberfläche humaner Zellen erfüllt (siehe C.1.1.2 und C.1.1.3). 
Sicherlich ihren Teil dazu beigetragen hat die Anpassung der Nukleinsäuresequenzen an den 
humanen Kodon-Gebrauch 109. Die quantitativ unterschiedliche Detektion der verschiedenen CTB-
Varianten in Western-Blot (siehe Abb. C-2) und FACS Analyse (siehe Abb. C-3) lässt zunächst auf 
eine unterschiedlich starke Expression schließen. Weitere Untersuchungen zeigten allerdings, dass 
genannter Effekt zumindest teilweise auf eine unterschiedliche Bindung des CTB-spezifischen 
Antikörpers an die Varianten zurückzuführen ist. Während die CTB-Varianten mit internem Mimotop 
weder im Western-Blot (Abb. C-2) noch im FACS (Abb. C-3) durch den jeweils eingesetzten CTB-
spezifischen Antikörper detektiert werden konnten, lieferte die Verwendung von 2F5 und 4E10 ein 
vergleichbar starkes  Signal für alle Mimotop tragenden CTB-Varianten. So ist der FACS Analyse nach 
Oberflächenmarkierung mit 2F5 oder 4E10 (Abb. C-4) zu entnehmen, dass im Falle der CD34 
Transmembrandomäne das Konstrukt mit internem Mimotop genau so effizient auf der Oberfläche 
präsentiert wird wie beide Konstrukte mit aminoterminalem Mimotop. Lediglich im Falle des Konstrukts 
mit gp64 TM und internem Mimotop (MiCTB-gp64TM) konnten insgesamt weniger Zellen durch 2F5 
und 4E10 markiert werden. Rückschließend lässt dieses Ergebnis vermuten, dass auch der 
Unterschied zwischen den CTB-Varianten ohne Mimotop und den Konstrukten mit aminoterminalem 
Mimotop in Abb. C-2 und Abb. C-3 auf die unterschiedlich starke Bindung des CTB-spezifischen 
Antikörpers und nicht auf eine verminderte Expression bzw. Präsentation auf der Zelloberfläche 
zurückzuführen ist. Verantwortlich für die differenzierte Detektion der Varianten durch den CTB-
spezifischen Antikörper könnte eher eine Konformationsänderung von CTB sein, die durch die 
zusätzlichen aminoterminalen bzw. internen 30 AS des Mimotops bedingt ist. Abb. C-5 ist zu 
entnehmen, dass auch im Western-Blot die Detektion mit 2F5 und 4E10, im Gegensatz zur Detektion 
mit dem CTB-spezifischen Antikörper, ein vergleichbar starkes Signal für alle CTB-Varianten mit 
Mimotop, ausgenommen MiCTB-gp64TM (analog zur FACS Analyse), ergibt.  
Die Verkürzung des integrierten Mimotops (siehe C.1.1.6) auf 10 Aminosäuren, die das 2F5 Epitop 
enthalten (2F5iCTB-CD34TM), führte zu einer deutlich verbesserten Erkennung durch CTB-
spezifische Antikörper in Western-Blot (Abb. C-10 B) und FACS (Abb. C-10 C). Durch Verkürzung auf 
10 AS, die das 4E10 Epitop enthalten (4E10iCTB-CD34TM), wurde zumindest die Bindung des im 
FACS verwendeten CTB-spezifischen Antikörpers möglich. Eine Verkürzung des integrierten 
Mimotops von 30 auf 10 Aminosäuren scheint also einen positiven Effekt auf die Konformation von 
CTB zu haben, wobei neben der Länge auch die Sequenz des integrierten Mimotops eine Rolle spielt. 
Diese Ergebnis ist in Einklang mit den Beobachtungen von Backström und Kollegen, die verschiedene 
chimäre CTB-Proteine ohne Transmembrandomäne untersuchten 9,10. 
Einen weiteren Hinweis für die unterschiedlich starke Bindung des CTB-spezifischen Antikörpers an 
verschiedene CTB-Varianten liefert der unter C.1.1.5 beschriebene GM1 ELISA. Dort ergab die 
Detektion mit 2F5, dass die in den ELISA eingesetzten lysierten VLPs unspezifisch an die mit GM1 
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beschichteten Platten binden, trotzdem war unter Verwendung des CTB-spezifischen Antikörpers zur 
Detektion das Signal von CTB ohne Mimotop (CTB-CD34TM) 10x stärker als das Signal von CTB mit 
Mimotop (MNCTB-CD34TM; siehe Abb. C-9).  
Auch die Analyse chimärer CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne, deren Expression unter 
C.1.2.2 (Abb. C-12 und C-13) gezeigt wurde, beweist eine schwächere Bindung des CTB-spezifischen 
Antikörpers an CTB mit Mimotop (MNCTBGST) gegenüber CTB ohne Mimotop (CTBGST). Um dies zu 
demonstrieren wurden, wie unter B.3.13 beschrieben, 96-Napf Platten mit einem GST-spezifischen 
Antikörper beschichtet und die in löslicher Form gereinigten chimären CTB-Varianten aufgetragen. Da 
diese einen GST-tag tragen, wurden über den GST-spezifischen Antikörper identische Mengen der 
verschiedenen Proteine fixiert. Bei gleich starker Bindung an alle CTB-Varianten hätte eine Detektion 
mit dem CTB-spezifischen Antikörper identische Signale liefern müssen. Wie Abb. E-1 (Anhang) zu 
entnehmen ist, ergab sich aber wie erwartet ein schwächeres Signal für MNCTBGST verglichen mit 
CTBGST. 
Diesen Abschnitt zusammenfassend werden also alle entworfenen chimären CTB-Varianten 
exprimiert und durch eine Transmembrandomäne effizient auf der Zelloberfläche präsentiert. 
Besonders anzumerken ist, dass die Oberflächenmarkierung mit 2F5 bzw. 4E10 mit anschließender 
FACS Analyse für Zellen, die Mimotop tragendes CTB präsentieren, ein deutlich stärkeres Signal 
liefert als für Zellen, die gp41 tragen (siehe Abb. C-4). Dies ist mitunter darauf zurückzuführen, dass 
die gp41 Transmembrandomäne, wie bereits erwähnt, eine ineffiziente Oberflächenpräsentation 
vermittelt 50. Die in den chimären CTB-Varianten verwendete CD34 bzw. gp64 Transmembrandomäne 
ist wohl, wie angestrebt, für eine verbesserte Präsentation der Fusionsproteine auf der Zelloberfläche 
verantwortlich.  
D.1.5 Die Präsentation eines Mimotops mittels CTB erzielt eine 
verbesserte Zugänglichkeit der Epitope von 2F5 und 4E10  
Zusätzlich zu der im vorangegangenen Abschnitt erläuterten, verglichen mit gp41 gesteigerten 
Oberflächenpräsentation der chimären CTB-Varianten trägt sicherlich auch die verbesserte 
Zugänglichkeit der Epitope von 2F5 und 4E10 in Mimotop tragendem CTB zu dem deutlich stärkeren 
Signal bei der Oberflächenmarkierung mit den bNAKs und anschließender FACS Analyse bei (Abb. C-
4). Da die Präsentation essentieller Epitope eine Grundvoraussetzung für die Induktion breit 
neutralisierender Antikörper ist, wurde mit der erreichten verbesserten Zugänglichkeit eines der 
Hauptziele bei der Konstruktion der chimären CTB-Varianten erfüllt. Wie die Varianten mit 
Transmembrandomäne, präsentiert auch das in löslicher Form produzierte MNCTBGST sein Mimotop 
frei zugänglich, was durch die Bindung von 2F5 im ELISA gezeigt werden konnte (siehe Abb. C-14). 
D.1.6 Chimäre CTB-Varianten mit CD34 Transmembrandomäne werden 
effizient in VLPs eingebaut und in Form von Pentameren auf deren 
Oberfläche präsentiert 
Ein weiteres Ziel bei der Entwicklung der chimären CTB-Varianten wurde durch deren Integration in 
VLPs erreicht (siehe C.1.1.4). Durch die vergleichende Analyse von Zelllysaten und angereicherten 
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VLPs im Western-Blot ergab sich, dass die Mimotop tragenden CTB-Varianten mit CD34 
Transmembrandomäne wesentlich effektiver in VLPs eingebaut werden als diejenigen mit gp64 TM 
(siehe Abb. C-5 B, C). Die Konformation von CTB wird, wie in Abschnitt D.1.4 erläutert, durch ein 
aminoterminales Mimotop vermutlich weniger beeinflusst als durch ein internes Mimotop (siehe u. a. 
Abb. C-3). Da eine korrekte Faltung für die Adjuvansfunktion von CTB von Bedeutung ist, wurde die 
CTB-Variante mit aminoterminalem Mimotop und CD34 Transmembrandomäne (MNCTB-CD34TM) 
für die Immunisierungsexperimemte und damit die weitere Charakterisierung ausgewählt. Die 
erfolgreiche Integration von MNCTB-CD34TM in VLPs wurde durch Aufbereitung der VLPs mittels 
Zonalzentrifugation im Saccharosegradient und den Nachweis von Mimotop tragendem CTB sowie 
Pr55Gag in denselben Fraktionen des Gradienten bestätigt (siehe Abb. C-6). Elektronenmikroskopische 
Aufnahmen nach Immunogoldmarkierung demonstrierten überdies die Zugänglichkeit des Mimotops 
für den breit neutralisierenden Antikörper 2F5 auf der Oberfläche von VLPs (siehe Abb. C-7). Einen 
zusätzlichen Beweis der Präsentation von CTB auf der VLP-Oberfläche lieferte die chemische 
Quervernetzung des chimären Proteins mittels BS3 (siehe C.1.1.5). Dieses Reagens kann Membranen 
nicht passieren und vernetzt daher nur auf der Zell- bzw. VLP-Oberfläche befindliche, benachbarte 
freie Aminogruppen miteinander 138. Der Nachweis von Banden auf der berechneten Höhe von CTB-
Oligomeren inklusive Pentameren nach Behandlung von VLPs mit BS3 belegt die Präsentation von 
chimärem CTB in Form von Pentameren auf der Oberfläche von VLPs (siehe Abb. C-8). Dies gilt in 
jedem Falle für CTB ohne Mimotop (CTB-CD34TM). Im Falle von MNCTB-CD34TM konnten zwar 
keine Banden für CTB-Oligomere detektiert werden, jedoch war die in der unbehandelten Probe 
detektierte Bande für CTB-Monomere nach Anwendung von BS3 nicht mehr nachweisbar. Zudem 
muss beachtet werden, dass bei Analyse identischer Mengen VLPs (siehe Zweit-Inkubation mit anti-
Pr55Gag) bereits in den unbehandelten Proben das CTB-spezifische Signal (Monomer) bei CTB-
CD34TM (Abb. C-8 A) etwa 10x intensiver ist als bei MNCTB-CD34TM (Abb. C-8 B). Eine Aufteilung 
von CTB auf mehrere oligomere Formen hat daher vermutlich den Verlust des CTB-spezifischen 
Signals zur Folge. 
Das Vorliegen von CTB in Form von Pentameren ist Voraussetzung für die Bindung des Proteins an 
den Gangliosid-Rezeptor GM1 99, welche wiederum ein wichtiger Aspekt des Adjuvans-Effekts von 
CTB ist 58 (siehe A.2). Im Falle der CTB-Varianten mit Transmembrandomäne konnte allerdings 
anhand des durchgeführten GM1 ELISAs (siehe B.3.12)  aufgrund unspezifischer Bindung der Proben 
keine Aussage über die Bindung an GM1 getroffen werden. Das unspezifische Signal, welches 
vermutlich auf die Bindung von Membranfragmenten an GM1 zurückzuführen ist, konnte auch durch 
diverse Optimierungsversuche, wie die Variation von Blockierung und Waschbedingungen, nicht 
eliminiert werden (siehe C.1.1.5). Wenn auch die Bindung der CTB-Varianten mit 
Transmembrandomäne an GM1 nicht direkt nachgewiesen werden konnte, so ist doch deren 
Pentamerisierung ein Indiz für die Funktionalität der chimären Proteine.  
D.1.7 In löslicher Form produzierte chimäre CTB-Varianten weisen eine 
spezifische Bindung an GM1 auf 
Für die in löslicher Form produzierten CTB-Varianten konnte die Bindung an GM1 mit Hilfe des GM1 
ELISAs nachgewiesen werden (siehe Abb. C-14). Durch die Detektion von an GM1 gebundenem 
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(GST tragendem) Protein mit einem GST-spezifischen Antikörper wurde die Verwendung des CTB-
spezifischen Antikörpers, welcher unterschiedlich effizient an verschiedene CTB-Varianten bindet 
(siehe D.1.4), umgangen. Ein unspezifisches Signal blieb hier aus, was die Vermutung bestätigt, dass 
bei den Varianten mit Transmembrandomäne Membranfragmente für eine unspezifische Bindung 
verantwortlich sind. In Ergänzung konnte die Pentamerisierung der in löslicher Form produzierten 
CTB-Varianten wie bei MNCTB-CD34TM im Western-Blot indirekt über das Ausbleiben eines Signals 
für monomeres CTB nach Anwendung des quervernetzenden Reagens BS3 gezeigt werden (siehe 
C.1.2.3). 
Neben dem durch das Fehlen der Transmembrandomäne ermöglichten Nachweis der Bindung an 
GM1, war ein weiterer Grund chimäres CTB in löslicher Form zusätzlich zu den Varianten mit 
Transmembrandomäne zu konstruieren und zu produzieren, dass das Vorliegen in löslicher Form im 
Vergleich zu der Präsentation auf VLPs die Verabreichung höherer Konzentrationen an Mimotop-
tragendem CTB bei Immunisierungsexperimenten ermöglicht. Ein weiterer Beweggrund für den 
Entwurf der zusätzlichen Varianten war, dass die Pentamerisierung und Bindung an GM1 vermutlich 
ohne eine angefügte Transmembrandomäne weniger behindert werden würden. Um zusätzlich zu 
Mimotop-spezifischen Antikörperantworten auch das zelluläre Immunsystem zu stimulieren, wurden 
den in löslicher Form produzierten CTB-Varianten bei Immunisierungsexperimenten VLPs 
beigemischt. Alternativ erfolgte eine chemische Kopplung an VLPs mit dem Ziel, auch mit in löslicher 
Form produziertem CTB eine natürliche Virussituation zu imitieren (siehe D.1.8). 
Die Expression der CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne erfolgte in E. coli Bakterien, welche 
verglichen mit eukaryontischen Zellen ein schnelleres Wachstum aufweisen und einfacher zu 
kultivieren sind, was bei der für Immunisierungsexperimente erforderlichen Produktion im größeren 
Maßstab einen höheren Durchsatz ermöglicht. Allerdings konnte selbst durch Variation von Kultur- 
und Expressionsbedingungen (Bakterienstamm, Bakteriendichte, Expressionsdauer, Temperatur, 
Luftzufuhr) eine maximale Ausbeute von lediglich ca. 1,5 mg (CTBGST) bzw. 1 mg (MNCTBGST) 
rekombinantem Protein pro Liter Bakterienkultur erzielt werden. Mutmaßlich verantwortlich für die 
moderate Produktion in löslicher Form ist eine Überproduktion der CTB-Varianten, verursacht durch 
die Anpassung der Nukleinsäuresequenzen an den Kodon-Gebrauch von E. coli, was ein Verpacken 
des für E. coli fremden Proteins in sogenannte Inclusion Bodies und damit die unlösliche Fraktion des 
Lysats zur Folge hatte (siehe Abb. C-12 A und B, jeweils Spur 3). Für höhere Ausbeuten in löslicher 
Form wäre wohl ein ledigliches Vermeiden von in E. coli selten gebrauchten Kodons zielführender 
gewesen. Dennoch konnten ausreichende Mengen beider CTB-Varianten ohne Transmembran-
domäne für die Immunisierungsexperimente gereinigt werden (siehe C.1.2.4). 
D.1.8 Chemische Kopplung ermöglicht die Präsentation von löslichen 
CTB-Varianten auf in verschiedenen Systemen produzierten VLPs 
Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die CTB-Varianten mit Transmembrandomäne evtl. in 
ihrer Bindung an GM1 beeinträchtigt sein könnten (siehe C.1.1.5), wurde die unter C.1.3 beschriebene 
chemische Kopplung von löslichem CTB an VLPs etabliert. Diese ermöglicht die Präsentation von 
CTB-Varianten, deren GM1 Bindung zuvor bestätigt wurde (siehe C.1.2.3), auf VLPs. Hierdurch wird 
wie bei den Varianten mit Transmembrandomäne die native Virussituation imitiert. Die Vermutung, 
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dass durch Kopplung möglicherweise mehr CTB auf VLPs präsentiert werden könnte als über eine 
Transmembrandomäne, bestätigte sich jedoch nicht, wie die Ergebnisse der relativen Quantifizierung 
der Beladung von VLPs mit CTB zeigten (siehe C.1.4, Tab. C-1). Demnach tragen in humanen Zellen 
produzierte VLPs (293-F VLPs) über eine Transmembrandomäne etwa doppelt so viel CTB als VLPs 
nach chemischer Kopplung.  
Ein anderer Beweggrund für die Etablierung der chemischen Kopplung von CTB an VLPs war die 
Möglichkeit der Präsentation von chimären CTB-Varianten auf im bakuloviralen System produzierten 
VLPs (Bak VLPs), ohne CTB-Mimotop-kodierende rekombinante Bakuloviren generieren zu müssen. 
Das Ergebnis, dass Bak VLPs verglichen mit 293-F VLPs nach Kopplung nur etwa ein Fünftel so viel 
CTB präsentieren (siehe C.1.4, Tab. C-1), lässt sich wahrscheinlich durch eine Kopplungsprozess-
unabhängige Bindung von CTB an die im humanen System produzierten VLPs erklären. Da die 
Plasmamembran der meisten Säugerzellen, so auch die von 293-F Zellen, GM1 enthält 48, liegt die 
Vermutung nahe, dass CTB an in der VLP-Membran enthaltenes GM1 bindet. Diese Hypothese wurde 
durch ein Experiment bestätigt, bei dem eine „Kopplung“ von CTB an VLPs ohne Zugabe von 
Kopplungsreagenzien erzielt wurde (Daten nicht gezeigt). 
D.2 Immunogenität chimärer CTB-Varianten 
Der Adjuvans-Effekt von Mimotop tragendem CTB und dessen Potential zur Fokussierung der 
humoralen Immunantwort auf ein Env-Epitop wurde im Rahmen dieser Arbeit in mehreren 
Immunisierungsexperimenten untersucht. 
Wie die biochemische Charakterisierung der chimären CTB-Varianten ergab, werden Konstrukte mit 
CD34 Transmembrandomäne wesentlich effizienter in VLPs integriert als solche mit gp64 
Transmembrandomäne (siehe Abb. C-5). Die Konformation von CTB wird anscheinend durch ein 30 
Aminosäuren enthaltendes, aminoterminales Mimotop weniger beeinflusst als durch ein internes 
Mimotop gleicher Sequenz (siehe D.1.4). Die Verkürzung des internen Mimotops auf 10 Aminosäuren 
verbessert zwar die Konformation von CTB bei 2F5iCTB-CD34TM deutlich (siehe Abb. C-10 C), 
jedoch verschlechtert sich dadurch gleichzeitig die Zugänglichkeit des Mimotops (siehe Abb. C-10 D). 
Da die Konformation von CTB für dessen Adjuvans-Effekt von Bedeutung ist und die Induktion 
Mimotop-spezifischer Antikörper die Zugänglichkeit des Mimotops erfordert, ist MNCTB-CD34TM 
diejenige CTB-Variante mit Transmembrandomäne, die alle Vorteile für Immunisierungsexperimente 
am besten vereint. Aus diesem Grund wurden MNCTB-CD34TM und die dazu analoge Variante ohne 
Transmembrandomäne (MNCTBGST) zur Untersuchung der Immunogenität von Mimotop tragendem 
CTB eingesetzt. 
Als Applikationsroute für die entworfenen Immunogene wurde schwerpunktmäßig die intranasale (i.n.) 
Verabreichung untersucht, zumal die mukosale Immunantwort eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung 
einer präventiven HIV Vakzine spielt, denn mukosale Oberflächen dienen als Haupteintrittspforte für 
das HI-Virus 97 (siehe A.1.7). Die Induktion einer mukosalen Immunantwort erfordert anscheinend die 
Darreichung eines Antigens über mukosale Routen 66,86,100,187,224. Die intranasale Applikation von CTB 
kann überdies eine mukosale Immunantwort nicht nur in der nasalen, sondern auch in der vaginalen 
Schleimhaut und der Mundschleimhaut hervorrufen 18. Bei Mäusen kann durch die intranasale 
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Applikation sogar eine bessere mukosale Immunantwort in der vaginalen Schleimhaut erzielt werden 
als durch die vaginale Verabreichung eines Antigens 59.  
D.2.1 Adjuvans-Effekt von CTB 
Die Mimotop-spezifische Immunantwort ist als Messgröße für den Adjuvans-Effekt von CTB schlecht 
einsetzbar, da die als Kontrolle notwendige Immunisierung mit einem 30 Aminosäuren langen Peptid 
ohne Adjuvans nicht erfolgversprechend ist 143. Vielversprechender ist die Analyse der durch VLPs 
induzierten, Gag-spezifischen Immunantworten als Indikator für den Adjuvans-Effekt des 
Trägerproteins CTB, insbesondere da das Auslesen Gag-spezifischer humoraler und zellulärer 
Immunantworten in der Arbeitsgruppe bereits gut etabliert ist 93. Daher erfolgte die Analyse des 
Adjuvans-Effekts von CTB vornehmlich durch Untersuchung des Einflusses chimärer CTB-Varianten 
auf Gag-spezifische Immunantworten. Ergänzend ermöglichte der GST-tag (25 kDa) der in löslicher 
Form produzierten CTB-Varianten das Auslesen der GST-spezifischen Immunantwort als Messgröße 
für den Adjuvans-Effekt gegenüber einem fusionierten Peptid. 
D.2.1.1 Durch chemische Kopplung auf VLPs präsentiertes CTB erzielt nicht 
denselben Adjuvans-Effekt wie mittels Transmembrandomäne auf 
VLPs präsentiertes CTB 
Die Untersuchung des Adjuvans-Effekts von CTB, zunächst ohne Mimotop, auf die Gag-spezifische 
Immunantwort demonstrierte, dass die Präsentation von (kommerziellem) CTB nach chemischer 
Kopplung lediglich in Bezug auf die mukosale Immunantwort einen schwachen Effekt hatte, während 
der Einfluss von über eine Transmembrandomäne präsentiertem CTB stärker und auch bei den 
zellulären und systemisch humoralen Immunantworten nachzuweisen war (siehe C.2.1.2, Abb. C-19). 
Aus diesem Grund wurden die mit den in löslicher Form produzierten chimären CTB-Varianten 
MNCTBGST bzw. CTBGST gekoppelten VLPs nicht in Immunisierungsexperimenten eingesetzt. 
Verantwortlich für den schwachen Effekt der gekoppelten VLPs könnte die durch den 
Kopplungsprozess bedingte zufällige Orientierung von CTB auf der VLP-Oberfläche sein. Dadurch 
könnten zahlreiche GM1-Bindestellen unzugänglich sein wenngleich die Bindung an GM1 ein 
wichtiger Aspekt des Adjuvans-Effekts von CTB ist 58 (siehe A.2). Abgesehen davon konnte durch 
chemische Kopplung ohnehin nur etwa halb so viel CTB auf der Oberfläche von VLPs präsentiert 
werden wie über eine Transmembrandomäne (siehe C.1.4, Tab. C-1). Die höheren CTB-spezifischen 
Antikörpertiter von gekoppelten VLPs verglichen mit den über eine Transmembrandomäne CTB 
präsentierenden VLPs (Abb. C-19 D, E) lassen sich wohl dadurch erklären, dass zur Bestimmung der 
Titer für alle Proben dasjenige CTB eingesetzt wurde, welches auch zur Kopplung verwendet worden 
war.  
Nicht auszuschließen ist auch, dass der Kopplungsprozess die VLPs in irgendeiner Form schädigt, 
denn die zelluläre Immunantwort gegen die hochgradig immunogenen Bak VLPs wurde durch 
Kopplung mit CTB sogar verringert (siehe C.2.1.3, Abb. C-20 A), wenn auch elektronen-
mikroskopische Aufnahmen gekoppelter VLPs nicht offensichtlich auf eine Schädigung hindeuten 
(siehe Abb. C-17). 
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D.2.1.2 Im bakuloviralen System produzierte VLPs eignen sich nicht wie in 
humanen Zellen produzierte VLPs zur Messung des Adjuvans-Effekts 
von chimärem CTB 
Wie bereits unter A.1.5 erwähnt, ist die gängigste, da sehr ertragreiche Methode zur Gewinnung von 
HIV-1 VLPs die Infektion von Insektenzellen mit rekombinantem Bakulovirus 128,207. Mit diesem System 
produzierte VLPs sind bekannterweise hoch immunogen 33,190. Sie wirken sogar derart stimulatorisch 
auf das Immunsystem, dass die Präsenz von CTB weder in gekoppelter noch in löslich beigemischter 
Form eine zusätzliche Steigerung der Immunantworten auf intranasal applizierte VLPs bewirken 
konnte (siehe C.2.1.3, Abb. C-20). Überdies konnte außer bei der CTB-spezifischen Antwort der 
gekoppelten VLPs keine Zunahme der Antikörpertiter (Gag- und CTB-spezifisch) in den final 
gewonnenen Seren gegenüber denjenigen nach der ersten Booster-Immunisierungen festgestellt 
werden (Abb. C-20 B, D). Als Ursache für den stark immunstimulatorischen Effekt der Bak VLPs wird 
zunehmend deren Verunreinigung mit Bakuloviren (siehe Abb. C-17 B, schwarzer Pfeil) diskutiert 
85,128. Untersuchungen in der Arbeitsgruppe liefern Hinweise, dass CpG Bereiche bakuloviraler DNA 
für den Adjuvans-Effekt verantwortlich sein könnten (unveröffentlichte Daten). Versuche, die 
Bakuloviren aus der VLP-Präparation abzutrennen, erwiesen sich als erfolglos 28, weshalb die 
Verwendung von Bak VLPs zur Messung des Adjuvans-Effekts von CTB nicht geeignet ist. Zusätzlich 
stellt die „Kontamination“ mit Viren ein potentielles Sicherheitsrisiko bei Impfstoffkandidaten dar. Diese 
Verunreinigung enthalten in Säugerzellen produzierte VLPs, wie die hier eingesetzten 293-F VLPs, 
nicht. 
Die systemische Antikörperantwort auf 293-F VLPs lässt sich im Gegensatz zu derjenigen, die durch 
Bak VLPs induziert wurde, Dosis-abhängig sowie durch mehrfach aufeinander folgende Applikationen 
steigern. Ohne Adjuvans induzieren die im humanen System produzierten VLPs keine Gag-
spezifische mukosale Immunantwort, weder bei intranasaler noch bei intramuskulärer Applikation 
(siehe C.2.1.1). Nach einer intranasalen Verabreichung wird zudem keine zelluläre Immunantwort 
hervorgerufen. Durch die Präsentation von CTB auf 293-F VLPs mittels Transmembrandomäne sowie 
das Beimischen von CTB in löslicher Form konnte jedoch eine zelluläre und mukosal humorale 
Immunantwort de novo induziert werden und der Gag-spezifische systemische Antikörpertiter überdies 
weiter erhöht werden (siehe C.2.1.2, Abb. C-19). Dies beweist den Adjuvans-Effekt von über eine 
Transmembrandomäne präsentiertem sowie von löslich beigemischtem CTB (zunächst ohne 
Mimotop). 
D.2.1.3 Der anhand Gag-spezifischer Immunantworten gezeigte Adjuvans-
Effekt von mittels Transmembrandomäne auf VLPs verankertem sowie 
löslich beigemischtem CTB bleibt bei Präsentation eines Mimotops 
erhalten 
Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits angesprochen, konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass chimäres CTB, welches über eine Transmembrandomäne auf der Oberfläche von VLPs 
präsentiert wird, nach intranasaler Applikation eine Gag-spezifische zelluläre Immunantwort induziert 
(siehe C.2.1.1, Abb. C-19 A). Zudem konnte die Produktion Gag-spezifischer IgAs hervorgerufen 
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werden (Abb. C-19 C) und der Titer Gag-spezifischen Gesamtimmunglobulins je nach 
Immunisierungsexperiment entweder um ca. eine halbe Potenz gesteigert oder ebenfalls de novo 
induziert werden (wie unter 2.1.1. erwähnt variiert die Stärke der Antworten insgesamt von Experiment 
zu Experiment). Dieser Effekt konnte ebenfalls, wenn auch geringfügig schwächer, für Mimotop 
tragendes CTB mit Transmembrandomäne gezeigt werden (siehe C.2.6, Abb. C-23 A). Bezüglich des 
Erhalts des Adjuvans-Effekts auf die zelluläre und mukosale Immunantwort konnte im Rahmen 
derselben Immunisierungsstudie keine Aussage getroffen werden, da aufgrund insgesamt 
schwächerer Immunantworten im Verhältnis zu anderen Experimenten und eines zusätzlich hohen 
Hintergrundsignals im FACS keinerlei zelluläre Immunantworten von VLPs sowie lediglich in der BAL 
einer einzelnen Maus Gag-spezifische IgAs nachgewiesen werden konnten. Schwankungen in der 
Stärke der Immunantworten von Experiment zu Experiment wurden, wie bereits erwähnt, mehrfach 
beobachtet, in diesem speziellen Fall könnte die Haltung der Mäuse in einem anderen Tierlabor als 
bei den übrigen Immunisierungsstudien (bedingt durch die Tierhaltungskapazität) zu der verstärkten 
Abweichung beigetragen haben (Experiment wird wiederholt). 
In der Literatur wird davon ausgegangen, dass der Adjuvans-Effekt von CTB hauptsächlich auf 
dessen Bindung an den Gangliosid-Rezeptor GM1 zurückzuführen ist 58,70,149, wodurch das fusionierte 
Antigen verstärkt über die mukosale Barriere aufgenommen wird und effizienter durch dendritische 
Zellen, Makrophagen und naïve B-Zellen präsentiert wird 94. In der Mehrzahl der Veröffentlichungen, in 
denen der Adjuvans-Effekt von CTB untersucht wurde, konnte dementsprechend kein Effekt von dem 
spezifischen Antigen löslich beigemischtem CTB gezeigt werden, es sei denn, den Proben wurden 
zusätzlich Spuren an Cholera Toxin A (CTA) beigemischt 73,95,170,198. Dem widersprechend 
demonstrierten Prabakaran sowie Kang und Kollegen einen Adjuvans-Effekt von CTB, welches jeweils 
in löslicher Form zu einem spezifischen Antigen beigemischt wurde 103,167. Boberg und Kollegen 
wiederum, die CTB mit 9 AS einer Variante der HIV-1 Reversen Transkriptase (RT) fusionierten, 
detektierten RT-spezifische CTL lediglich nach Immunisierung von Mäusen mit dem Fusionsprotein, 
aber nicht in den Milzen derjenigen Tiere, die CTB zu dem 9 AS Peptid beigemischt erhielten 23. 
Boberg mutmaßt, dass das CTB derjenigen Gruppen, die einen Effekt durch das Beimischen von CTB 
zeigen konnten, CTA Verunreinigungen enthält. Die in dieser Arbeit entworfenen löslichen CTB-
Varianten CTBGST und MNCTBGST wurden nach Transformation synthetischer DNA in E. coli exprimiert 
und enthalten daher sicherlich keine Spuren an CTA. Dennoch waren beide Varianten in der Lage, 
Gag-spezifische zelluläre sowie humoral mukosale Immunantworten nach intranasaler Applikation in 
Kombination mit VLPs zu induzieren und die Titer an Gag-spezifischem Gesamtimmunglobulin um 
etwa den Faktor 10 zu erhöhen (siehe C.2.1.4, Abb. C-21). Demzufolge verbessert auch das 
Beimischen von CTB zu einem Antigen dessen Immunogenität, ohne dass Spuren an CTA enthalten 
sind. 
In Ergänzung zur Verbesserung der Immunogenität von VLPs waren sowohl CTBGST als auch 
MNCTBGST in der Lage, GST-spezifische IgAs zu induzieren und den GST-spezifischen 
Gesamtimmunglobulin Titer, bezogen auf GST alleine, maßgeblich zu erhöhen (siehe C.2.1.5, Abb. 
C-22), d.h. humorale und mukosale Immunantworten gegen ein fusioniertes Peptid zu stimulieren.  
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Im direkten Vergleich hatte das Beimischen von CTB einen stärkeren Effekt auf die Gag-spezifische 
Antikörperantwort als die Präsentation von CTB über eine Transmembrandomäne (sie Abb. C-19 B, 
C). Zur weiteren Steigerung der Funktionalität von letzterem wäre der Austausch bzw. die 
Verlängerung der Linker-Region zwischen CTB und der Transmembrandomäne denkbar (sieh Abb. C-
1), beim Entwurf der CTB-Varianten wurden hierfür bereits Schnittstellen vorgesehen.  
Bezüglich des Adjuvans-Effekts von löslich beigemischtem CTB lassen die Ergebnisse der unter 
C.2.1.4 beschriebenen Immunisierungsstudie darauf schließen, dass vermutlich ein GST-tag, nicht 
aber die Präsentation eines Mimotops den Adjuvans-Effekt von CTB leicht beeinträchtigen könnte. 
Eine Möglichkeit zur Steigerung des Adjuvans-Effekts von in löslicher Form produziertem chimärem 
CTB wäre daher die Abspaltung des GST-tags. Auch daran wurde bereits bei der Konstruktion der 
Varianten gedacht, sie enthalten eine spezifische Proteaseschnittstelle (HRV 3C) zwischen CTB und 
Linker (siehe Abb. C-11).  
D.2.2 Fokussierung der humoralen Immunantwort auf ein Env Epitop 
Da, wie bereits unter A.1.6 beschrieben, diverse Studien darauf hinweisen, dass die Kombination 
einer env DNA Grundimmunisierung (Prime) gefolgt von Immunisierungen mit Env Protein (Boost) 
höhere und länger anhaltende Titer Env-spezifischer Antikörper induziert als jede Komponente für 
sich, wurden auch in den hier konzeptionierten Immunisierungsexperimenten zur Fokussierung der 
humoralen Immunantwort auf das Mimotop heterologe Prime – Boost Strategien untersucht. Dabei 
zeigte sich durchweg ein Erfolg der Grundimmunisierung mit DNA. 
D.2.2.1 Eine heterologe Prime-Boost-Immunisierung mit gp41 DNA und 
MNCTBGST führt zur Induktion Mimotop-spezifischer HIV-1 Env 
Antikörper mit moderater Clade übergreifender Neutralisationsaktivität 
Während die Immunisierung von Mäusen ausschließlich mit gp41 DNA nicht zur Induktion MPER-
spezifischer Antikörper führte und die zweifache Immunisierung mit löslichem Mimotop tragendem 
CTB (MNCTBGST) eine moderate MPER-spezifische Antikörperantwort hervorrief, die jedoch durch 
zwei weitere Immunisierungen mit dem Protein nicht gesteigert werden konnte, erzielte die 
Kombination aus einer gp41 DNA Grundimmunisierung und zwei Boosts mit MNCTBGST einen 10fach 
höheren mittleren MPER-spezifischen Antikörpertiter (siehe C.2.2.1, Abb. C-24 A). Die induzierten 
Immunglobuline vermittelten sogar einen zwar moderaten, jedoch Clade übergreifenden Schutz gegen 
Clade B und Clade C Virusisolate (siehe Abb. C-24 B).   
Matoba und Kollegen dagegen erreichten selbst nach 6facher homologer intranasaler Immunisierung 
mit einem CTB-MPER Fusionsprotein (C-terminales Fusionsprotein) keine MPER spezifischen 
Antikörper. Dabei applizierten sie mit 14 µg je Immunisierung sogar jeweils 1,4 Mal so viel chimäres 
Protein wie in dieser Arbeit pro Anwendung verabreicht wurde 137. Erst durch einen folgenden 
intraperitonealen Boost mit dem Fusionsprotein konnten Transcytose blockierende Antikörper induziert 
werden. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, reduziert eine Grundimmunisierung mit 
gp41 DNA also merklich die zur Induktion MPER-spezifischer Antikörper notwendige Anzahl an 
Immunisierungen mit chimärem CTB. Dabei ist DNA sogar weitaus einfacher und schneller zu 
gewinnen als rekombinantes Protein. In einer Folgestudie zu der oben genannten Veröffentlichung 
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beschrieben Matoba und Kollegen bei sonstiger Beibehaltung ihres Immunisierungsschemas eine 
Erhörung auf die 3fache Menge Fusionsprotein unter zusätzlicher Beimischung von jeweils 1 µg 
Cholera Toxin (CT) und erzielten damit einen MPER-spezifischen IgG Titer von ca. 104 sowie einen 
IgA Titer von ca. 50 136. Die Verwendung des Holotoxins als Adjuvans ist jedoch bei Menschen nicht 
denkbar, da bereits 5 µg CT schwere Durchfälle verursachen  7. 
 
Um eine Eingrenzung der Immunantwort auf den MPER-Bereich verdeutlichen zu können, wäre in 
Ergänzung zu den MPER-spezifischen Antikörperantworten auch die humorale Immunantwort gegen 
Volllänge gp41 interessant gewesen. Diese sollte analog zu den MPER-spezifischen Antikörper-
antworten mittels Endpunktdilutions-ELISA bestimmt werden. Allerdings ergaben erste Versuche ein 
starkes Hintergrundsignal. Da für notwendige Etablierungsmaßnahmen das zur Beschichtung der 
Platten erforderliche lösliche gp41 90 nicht in ausreichender Menge zur Verfügung stand, konnte die 
gp41-spezifische Immunantwort nicht weiter untersucht werden. 
D.2.2.2 Selbst eine heterologe Prime-Boost-Immunisierung mit gag DNA kann 
durch Boost mit einer Kombination aus VLPs und MNCTBGST zur 
Induktion Mimotop-spezifischer HIV-1 Env Antikörper führen 
Im Rahmen einer Immunisierungsstudie, die ursprünglich zum Auslesen des Adjuvans-Effekts von 
CTB durchgeführt wurde, zeigte sich, dass nicht nur ein Prime mit gp41 DNA sondern auch eine 
Grundimmunisierung mit gag DNA zur Produktion MPER-spezifischer Antikörper führen kann, wenn 
ein zweifacher Boost mit VLPs und löslich beigemischtem MNCTBGST erfolgt (siehe C.2.2.1, Abb. C-25 
A). Mit Hilfe dieses Immunisierungsschemas wurde sogar, wenn auch sehr moderat, eine mukosale 
MPER-spezifische Antikörperantwort induziert (Abb. C-25 B). Ein TZM.bl Test zur Analyse der 
neutralisierenden Aktivität der MPER-spezifischen Antikörper konnte nicht durchgeführt werden, da 
die Studie, wie erwähnt, zum Auslesen des Adjuvans-Effekts von CTB auf die Gag-spezifische 
Immunantwort und nicht zur Untersuchung der Fokussierung der Immunantwort auf das Mimotop 
konzeptioniert worden war und daher weniger Blut entnommen wurde. Es zeigte sich, dass eine 
Grundimmunisierung mit gag DNA derart immunstimulatorisch ist, dass ein Beimischen von CTB zu 
VLPs beim Boost nicht zu einer messbaren Erhöhung der Gag-spezifischen Immunantworten führen 
konnte (Daten nicht gezeigt). Daher eignete sich die Studie nicht zur Untersuchung des Adjuvans-
Effekts von CTB. Bemerkenswert ist jedoch, dass die intramuskuläre Verabreichung von gag DNA 
(Prime) in Kombination mit der intranasalen Verabreichung von VLPs (Boost) zur Induktion Gag-
spezifischer mukosaler Antikörper mit einem mittleren Titer größer 1.000 führte, während beide 
Komponenten alleine keine Gag-spezifischen IgAs hervorriefen (siehe Abb. E-2 C). Das heißt, ein 
nicht mukosal applizierter DNA Prime ist in der Lage in Kombination mit einem mukosal verabreichten 
Protein Boost hohe Titer mukosaler Antikörper zu induzieren. Durch die heterologe Prime – Boost 
Kombination aus gag DNA i.m. und VLPs i.n. erhöhte sich zudem der Gag-spezifische 
Gesamtimmunglobulin Titer, bezogen auf die beiden Komponenten jeweils alleine, um ca. den Faktor 
100 (Abb. E-2 B) und die Gag-spezifische zelluläre Immunantwort verdoppelte sich ungefähr, 
verglichen mit gag DNA alleine (Abb. E-2 A). 
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D.2.2.3 Die Verabreichung von VLP/MNCTB-CD34TM induziert nach einer DNA 
Grundimmunisierung Mimotop-spezifische HIV-1 Env Antikörper bei Mäusen 
und Kaninchen 
Ausgehend von dem in der Literatur beschriebenen und in den vorangehenden Immunisierungs-
studien selbst beobachteten Erfolg der heterologen DNA Prime – Protein Boost Immunisierung, wurde 
auch bei der Fokussierung der Immunantwort auf das Mimotop von MNCTB-CD34TM, welches auf 
der Oberfläche von VLPs präsentiert wird, von einer Grundimmunisierung mit DNA Gebrauch 
gemacht. Zusätzlich zu gp41 bzw. mnctb-cd34tm DNA wurde dabei auch gag DNA verabreicht, um 
dadurch die Produktion von gp41 bzw. MNCTB-CD34TM präsentierenden VLPs im lebenden 
Organismus zu induzieren (siehe A.1.5) und somit eine Analogie zum jeweiligen Boost herbeizuführen 
und bereits durch den Prime zelluläre und humorale Immunantworten zu stimulieren 16, welche sich 
bei der Virusbekämpfung ergänzen und vermutlich nur gemeinsam in der Lage sind, einen lang 
anhaltenden Schutz gegen HIV zu gewähren (siehe A.1.4). Überdies zeigte sich, wie im 
vorangegangenen Abschnitt beschrieben, dass ein Prime mit gag DNA bei geeignetem Boost die 
Produktion MPER-spezifischer Antikörper stimulieren kann. 
Wie bereits unter D.2.2.1 diskutiert wäre auch an dieser Stelle die Antikörperantwort gegen Volllänge 
gp41 im Vergleich zur analysierten MPER-spezifischen Antwort interessant gewesen. Dennoch konnte 
hier eindeutig eine Fokussierung der Immunantwort auf die durch CTB präsentierten Env Epitope 
gezeigt werden. Während nach gag plus gp41 DNA Prime und Boost mit gp41 präsentierenden VLPs 
keine MPER-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden konnten, induzierte ein Boost mit VLPs, 
die MNCTB-CD34TM präsentieren, die Produktion einer MPER-spezifischen humoralen 
Immunantwort (siehe C.2.2.2, Abb. C-26 A). Bei Austausch der gp41 DNA durch mnctb-cd34tm DNA 
dagegen, konnte wiederum keine MPER-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden, was darauf 
schließen lässt, dass der Effekt des gp41 DNA Prime stärker wiegt als derjenige des gag DNA Prime. 
MPER-spezifische mukosale Immunantworten konnten zwar nicht erzielt werden, jedoch führte jede 
Kombination aus gag DNA Prime und VLP Boost erneut zur Induktion Gag-spezifischer IgAs (siehe 
Abb. C-26 C, vergleiche Abb. E-2), welche bei der Bekämpfung von HIV in der unmittelbaren 
Eintrittspforte des Virus ebenfalls von großer Bedeutung sind. Dass eine systemisch applizierte 
Komponente, die allein nicht in der Lage ist, die Bildung spezifischer IgAs zu induzieren, dennoch als 
Priming für eine mukosale Immunantwort dienen kann, zeigte sich in der Arbeitsgruppe bereits bei der 
Untersuchung von EHV-1 (Equines Herpes Virus Typ 1) als virales Vektorsystem 93.  
Den durchgehenden Erfolg eines gp41 DNA Prime konnte überdies auch die Immunisierung von 
Kaninchen bestätigen, in deren Seren nach einem Boost mit VLP/MNCTB-CD34TM ebenfalls MPER-
spezifische Antikörper mit moderat neutralisierender Aktivität nachgewiesen wurden (siehe C.2.2.3, 
Abb. C-27). 
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D.3 Ausblick 
Verschiedene bisherige gp41 Peptid-basierte Ansätze waren nicht erfolgreich bei der Induktion von 
breit neutralisierenden Antikörpern. So erzielten z. B. zur Nachahmung eines Fusionsintermediats 
entwickelte NHR- und CHR-Peptide zwar Antikörper gegen den Übergangszustand jedoch keine 
Neutralisation 47. Auch ein um die minimale Trimerisierungseinheit erweitertes NHR-Peptid, welches 
zusätzlich durch Disulfidbrücken stabilisiert wurde, rief keine neutralisierende Antwort hervor 124. 
Das hier etablierte Prinzip der Präsentation eines gp41 Peptids (Mimotop) durch chimäres CTB auf 
der Oberfläche von VLPs oder auch in löslicher Form ist ein vielversprechendes System zur Induktion 
breit neutralisierender Antikörper gegen HIV-1. Es konnte gezeigt werden, dass chimäres CTB ein 
Mimotop frei zugänglich präsentieren kann und gleichzeitig als Adjuvans funktional ist. Da zu Beginn 
der Arbeit nur wenige bNAKs bekannt und verfügbar waren, wurden die Epitope der potentesten 
darunter (2F5 und 4E10) zur Präsentation über CTB eingesetzt. Durch Kombination mit einem gp41 
DNA Prime gelang die Induktion Mimotop-spezifischer Antikörper mit moderater Clade übergreifender 
Neutralisationsaktivität. Aktuell wird verstärkt diskutiert, dass zur Neutralisation durch 2F5 und 4E10 
neben der Bindung an das lineare Epitop in der MPER von gp41 auch die Bindung an die virale 
Membran erforderlich ist 2,3,64. Eine Kreuzreaktion von 2F5 und 4E10 mit zellulären Lipidmembranen 
könnte zudem aufgrund möglicher Autoimmunreaktionen die Induktion derartiger Antikörper 
erschweren 82,83,203. Eine Übertragung des hier entwickelten Konzepts auf die Epitope kürzlich 
identifizierter bNAKs (siehe A.1.3.1), wie z.B. das des gegen die CD4-Bindestellle gerichteten VRC01 
222, welcher aktuell der am breitesten und gleichzeitig der am stärksten neutralisierende bNAK ist, 
könnte allerdings großes Potential zur Induktion von breit neutralisierenden Antikörpern haben. Die 
Verabreichung einer Kombination aus mehreren verschiedenen, jeweils über CTB präsentierten 
Epitopen könnte das im Rahmen dieser Arbeit etablierte System zusätzlich verbessern. Durch den 
Einbau einer ganzen Peptid-Bibliothek ergibt sich aufgrund der Präsentation von chimärem CTB über 
eine Transmembrandomäne unter Verwendung eines in unserer Arbeitsgruppe etablierten, lentiviralen 
Display-Systems (unveröffentlichte Technologie) des Weiteren die Möglichkeit eines Mimotop-
Screenings, z.B. zur Identifizierung von Mimotopen mit verbesserter Bindung an neue breit 
neutralisierende Antikörper. 
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E Anhang 
E.1 Abkürzungsverzeichnis 
Soweit nicht anders angegeben entsprechen die in dieser Arbeit verwendeten Abkürzungen dem Gold 
Book der IUPAC 142 , dem White Book der JCBN 120 bzw. den Empfehlungen des Duden 56. 
 
AIDS acquired immunodeficiency syndrome  
Amp Ampicillin 
AP Akaline Posphatase 
APC Allophycocyanin 
AS Aminosäuren 
BAL Bronchoalveolare Lavage 
BFA Brefeldin A 
bNAK breit neutralisierender Antikörper 
BS3 Bis[sulfosuccinimidyl] Suberate 
BSA Bovines Serumalbumin 
CAVD Collaboration for AIDS Vaccine Discovery 
CD40L CD40 Ligand 
CRFs circulating recombinant forms 
CT Cholera Toxin 
CTA Cholera Toxin A 
CTB Cholera Toxin B 
CTL cytotoxic T-lymphocyte 
DMEM Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EHV-1 Equines Herpes Virus Typ 1 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Env Envelope, Hüllprotein 
FACS Fluorescence activated cell sorting 
Fc constant fragment 
FCS fetal calf serum 
FITC Fluorescein-isothiocyanat 
Gag Gruppen-spezifisches Antigen, Capsidprotein 
GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
GST Glutathion-S-Transferase 
HA Hämagglutinin 
HBV Hepatitis B Virus 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HPV Humanes Papillomavirus 
HRP Horseradish Peroxidase 
IFNγ Interferon γ 
Ig Immunglobulin 
IgA Immunglobulin A 
i.m intramuskulär 
i.n intranasal 
Iono Ionomycin 
IPTG Isopropylthiogalactosid 
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 
JCBN Joint Commission on Biochemical Nomenclature 
Kan Kanamycin 
LB Luria-Bertani 
LPS Lipopolysaccharid 
MaIE Maltosebindeprotein 
MPER membrane proximal external region 
MPL Monophosphoryl-Lipid-A 
OD outer domain, äußere Domäne 
PBS Phosphate buffered saline 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PE Phycoerythrin 
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
PMSF Phenylmetyhlsulfonylfluorid 
Pr55Gag Gruppen-spezifisches Antigen, Capsidprotein 
RT Reverse Transkriptase 
SDF stromal cell derived factor 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SHIV simian-human immunodeficiency virus 
Strep Streptomycin 
TBS Tris buffered saline 
Tet Tetracyclin 
TLR toll-like receptor 
TM Transmembrandomäne 
TMB Tetramethyl-Benzidin 
tpa tissue plasminogen activator 
üN über Nacht 
VLP virus like particle, virusähnlicher Partikel 
ZEM Zentralen Labor für Elektronenmikroskopie
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E.2 DNA-Konstrukte 
E.2.1 Vektoren 
Bezeichnung  Bezugsquelle  Anmerkung 
pcDNA3.1 Invitrogen, Darmstadt Eukaryontisches Expressionsplasmid 
pET-49b(+) Novagen, Darmstadt E. coli Expressionsplasmid 
pGEX-KG GE Healthcare, München E. coli Expressionsplasmid 
 
Tab. E-1: Übersicht der verwendeten Vektoren 
E.2.2 Chimäre CTB-Varianten mit Transmembrandomäne 
Die Herstellung der CTB-Varianten mit Transmembrandomäne erfolgte wie unter C.1.1.1 bzw. C.1.1.6 
beschrieben. Die Sequenzen der in pcDNA3.1 eingebrachten Konstrukte sind im Folgenden 
aufgelistet. 
 
CTB-CD34TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGGGTAGTGCGACACCCCAGAACATCACCGACCTGTG
CGCCGAGTACCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGG
AGATGGCCATCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGCAGCCAGCACATCGACAGCCAGAA
GAAAGCCATCGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGG
AACAACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGA
AGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAGCCTGATCGCCCTGGTGACCTCCGGAGCCCTGCTGGCCGTGCTGGGCATCACCGGC
TACTTTCTGATGAACCGGCGGAGCTGGTCCCCCACCGGCGAGAGACTGGAACTGGAACCCTGA 
 
CTB-gp64TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGGGTAGTGCGACACCCCAGAACATCACCGACCTGTG
CGCCGAGTACCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGG
AGATGGCCATCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGCAGCCAGCACATCGACAGCCAGAA
GAAAGCCATCGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGG
AACAACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGA
AGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAGCACAAGCTTCATGTTCGGCCACGTGGTGAACTTCGTGATCATCCTGATCGTGATCCT
GTTCCTGTACTGCATGATCCGCAACCGGTGA 
 
MNCTB-CD34TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGGGTAGTGGAGACGAAAAAGAGCTGCTGGAACTGGA
CAAGTGGGCCAGCCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCGTCTCGGCGACACCCCAGAACATCA
CCGACCTGTGCGCCGAGTACCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCC
GGCAAGCGGGAGATGGCCATCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGCAGCCAGCACATCG
ACAGCCAGAAGAAAGCCATCGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCT
GTGCGTGTGGAACAACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGG
CGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAGCCTGATCGCCCTGGTGACCTCCGGAGCCCTGCTGGCCGTGCTGG
GCATCACCGGCTACTTTCTGATGAACCGGCGGAGCTGGTCCCCCACCGGCGAGAGACTGGAACTGGAACCCTGA 
 
MNCTB-gp64TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGGGTAGTGGAGACGAAAAAGAGCTGCTGGAACTGGA
CAAGTGGGCCAGCCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCGTCTCGGCGACACCCCAGAACATCA
CCGACCTGTGCGCCGAGTACCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCC
GGCAAGCGGGAGATGGCCATCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGCAGCCAGCACATCG
ACAGCCAGAAGAAAGCCATCGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCT
GTGCGTGTGGAACAACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGG
CGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAGCACAAGCTTCATGTTCGGCCACGTGGTGAACTTCGTGATCATCCTG
ATCGTGATCCTGTTCCTGTACTGCATGATCCGCAACCGGTGA 
 
Anhang 
 85
MiCTB-CD34TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGACCCCCCAGAACATCACCGACCTGTGCGCCGAGTA
CCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGGAGATGGCCA
TCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGTAGTGGAGACGAAAAAGAGCTGCTGGAACTGGAC
AAGTGGGCCAGCCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCGTCTCGGCGATTGAGCGGATGAAGGA
CACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGGAACAACAAGACCCCCCACGCGATC
GCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAG
CCTGATCGCCCTGGTGACCTCCGGAGCCCTGCTGGCCGTGCTGGGCATCACCGGCTACTTTCTGATGAACCGGCGGAGC
TGGTCCCCCACCGGCGAGAGACTGGAACTGGAACCCTGA 
 
MiCTB-gp64TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGACCCCCCAGAACATCACCGACCTGTGCGCCGAGTA
CCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGGAGATGGCCA
TCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGTAGTGGAGACGAAAAAGAGCTGCTGGAACTGGAC
AAGTGGGCCAGCCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCGTCTCGGCGATTGAGCGGATGAAGGA
CACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGGAACAACAAGACCCCCCACGCGATC
GCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCGGCAG
CACAAGCTTCATGTTCGGCCACGTGGTGAACTTCGTGATCATCCTGATCGTGATCCTGTTCCTGTACTGCATGATCCGCAAC
CGGTGA 
 
2F5iCTB-CD34TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGACCCCCCAGAACATCACCGACCTGTGCGCCGAGTA
CCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGGAGATGGCCA
TCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGTAGTCTGCTGGAACTGGACAAGTGGGCCAGCCTG
GCGATTGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGGAACA
ACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGAAGCG
GAGGGGGCGGAAGCGGCAGCCTGATCGCCCTGGTGACCTCCGGAGCCCTGCTGGCCGTGCTGGGCATCACCGGCTACT
TTCTGATGAACCGGCGGAGCTGGTCCCCCACCGGCGAGAGACTGGAACTGGAACCCTGA 
 
4E10iCTB-CD34TM 
GGCCGGCCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGA
GCCCCAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGAAGGGGCGCCAGGACCCCCCAGAACATCACCGACCTGTGCGCCGAGTA
CCACAACACCCAGATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCAGCTACACCGAGAGCCTGGCCGGCAAGCGGGAGATGGCCA
TCATCACCTTCAAGAACGGCGCCACCTTCCAGGTGGAGGTGCCCGGTAGTCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGG
GCGATTGAGCGGATGAAGGACACCCTGCGGATCGCCTACCTGACCGAGGCCAAGGTGGAGAAGCTGTGCGTGTGGAACA
ACAAGACCCCCCACGCGATCGCCGCCATCAGCATGGCCAACGGCAGCGGCGGAGGGGGATCTGGCGGCGGAGGAAGCG
GAGGGGGCGGAAGCGGCAGCCTGATCGCCCTGGTGACCTCCGGAGCCCTGCTGGCCGTGCTGGGCATCACCGGCTACT
TTCTGATGAACCGGCGGAGCTGGTCCCCCACCGGCGAGAGACTGGAACTGGAACCCTGA 
 
E.2.3 Chimäre CTB-Varianten zur Produktion in löslicher Form 
Die Klonierung der CTB-Varianten ohne Transmembrandomäne erfolgte wie unter C.1.2.1 erläutert. 
Die Sequenzen der in pET-49b(+) eingebrachten Konstrukte sind im Folgenden aufgelistet. 
 
CTBGST 
GGTAGTGCGACACCGCAGAACATTACCGATCTGTGCGCGGAATATCATAACACCCAGATCCATACCCTGAACGATAAAATC
TTCAGCTATACCGAAAGCCTGGCCGGCAAACGTGAAATGGCGATCATCACCTTTAAAAACGGCGCGACCTTTCAGGTGGAA
GTGCCGGGCAGCCAGCATATTGATAGCCAGAAAAAAGCGATCGAACGCATGAAAGATACCCTGCGTATTGCGTATCTGACC
GAAGCGAAAGTGGAAAAACTGTGCGTGTGGAACAACAAAACCCCGCATGCGATCGCCGCGATTAGCATGGCGAACCTGGA
AGTGCTGTTTCAGGGTCCGGGCAGCGGTGGTGGTGGTAGCGGCGGTGGCGGCAGCGGTGGCGGCGGTAGCGGTAGCAT
GAGCCCGATTCTGGGCTATTGGAAAATTAAAGGCCTGGTGCAGCCGACCCGTCTGCTGCTGGAATATCTGGAAGAGAAATA
TGAAGAACACCTGTACGAACGTGATGAAGGCGATAAATGGCGCAACAAAAAATTTGAACTGGGCCTGGAATTTCCGAACCT
GCCGTATTATATTGATGGTGATGTGAAACTGACCCAGAGCATGGCGATTATTCGTTATATCGCGGATAAACATAACATGCTG
GGCGGCTGCCCGAAAGAACGTGCGGAAATTAGCATGCTGGAAGGCGCGGTGCTGGATATTCGTTATGGCGTGAGCCGCA
TTGCGTATAGCAAAGATTTCGAAACCCTGAAAGTGGATTTTCTGAGCAAACTGCCGGAAATGCTGAAAATGTTTGAAGATCG
CCTGTGCCATAAAACCTATCTGAACGGCGATCATGTGACCCATCCGGATTTTATGCTGTATGACGCGCTGGATGTGGTGCT
GTATATGGATCCGATGTGCCTGGATGCGTTTCCGAAACTGGTGTGCTTTAAAAAACGCATTGAAGCGATTCCGCAGATCGA
TAAATATCTGAAAAGCAGCAAATATATTGCGTGGCCGCTGCAGGGTTGGCAGGCGACCTTTGGTGGTGGTGACCATCCGC
CGAAATAA 
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MNCTBGST 
GGTAGTGGAGACGAAAAAGAACTGCTGGAACTGGATAAATGGGCGAGCCTGTGGAACTGGTTTGATATTACCAACTGGCTG
TGGTATATCGTCTCGGCGACACCGCAGAACATTACCGATCTGTGCGCGGAATATCATAACACCCAGATCCATACCCTGAAC
GATAAAATCTTCAGCTATACCGAAAGCCTGGCCGGCAAACGTGAAATGGCGATCATCACCTTTAAAAACGGCGCGACCTTT
CAGGTGGAAGTGCCGGGCAGCCAGCATATTGATAGCCAGAAAAAAGCGATCGAACGCATGAAAGATACCCTGCGTATTGC
GTATCTGACCGAAGCGAAAGTGGAAAAACTGTGCGTGTGGAACAACAAAACCCCGCATGCGATCGCCGCGATTAGCATGG
CGAACCTGGAAGTGCTGTTTCAGGGTCCGGGCAGCGGTGGTGGTGGTAGCGGCGGTGGCGGCAGCGGTGGCGGCGGTA
GCGGTAGCATGAGCCCGATTCTGGGCTATTGGAAAATTAAAGGCCTGGTGCAGCCGACCCGTCTGCTGCTGGAATATCTG
GAAGAGAAATATGAAGAACACCTGTACGAACGTGATGAAGGCGATAAATGGCGCAACAAAAAATTTGAACTGGGCCTGGAA
TTTCCGAACCTGCCGTATTATATTGATGGTGATGTGAAACTGACCCAGAGCATGGCGATTATTCGTTATATCGCGGATAAAC
ATAACATGCTGGGCGGCTGCCCGAAAGAACGTGCGGAAATTAGCATGCTGGAAGGCGCGGTGCTGGATATTCGTTATGGC
GTGAGCCGCATTGCGTATAGCAAAGATTTCGAAACCCTGAAAGTGGATTTTCTGAGCAAACTGCCGGAAATGCTGAAAATG
TTTGAAGATCGCCTGTGCCATAAAACCTATCTGAACGGCGATCATGTGACCCATCCGGATTTTATGCTGTATGACGCGCTG
GATGTGGTGCTGTATATGGATCCGATGTGCCTGGATGCGTTTCCGAAACTGGTGTGCTTTAAAAAACGCATTGAAGCGATT
CCGCAGATCGATAAATATCTGAAAAGCAGCAAATATATTGCGTGGCCGCTGCAGGGTTGGCAGGCGACCTTTGGTGGTGG
TGACCATCCGCCGAAATAA 
 
E.2.4 Weitere verwendete Konstrukte 
pcDNA3.1syngagIIIB 49 
TCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCT
CCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCT
GAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCAT
GCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCT
GTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC
TCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGG
TTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGA
TAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACC
CTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCA
AAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGC
ATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTC
CGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG
GAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAG
GATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTT
TGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGC
GTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGG
ATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATC
CGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGAT
CAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACG
GCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCG
ACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGG
CGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGA
CGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTC
CACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATC
TCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTC
ACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCG
ACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACA
TACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGC
CCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATT
GGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA
GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGA
ACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTAT
CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATC
CGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAG
AGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTAT
CTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCG
GTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGA
CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATT
AAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCT
ATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTAC
CATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCC
GGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTA
AGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATG
GCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTC
GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTG
TCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGA
GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTT
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CTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTT
CAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGA
CACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACA
TATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCGACGGATC
GGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCT
GCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATG
AAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTA
GTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGC
CCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACT
TTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGC
CCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC
AGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGA
CTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAA
TGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTG
GCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTA
AACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCGCCGCCAGCATGGGCGCCAGGGCCAGCG
TGCTGAGCGGCGGCGAGCTGGACAGGTGGGAGAAGATCAGGCTGAGGCCCGGCGGCAAGAAGAAGTATAAGCTGAAGCA
CATCGTGTGGGCCAGCAGGGAGCTGGAGAGGTTCGCCGTGAACCCCGGCCTGCTGGAGACCAGCGAGGGCTGCAGGCA
GATCCTGGGCCAGCTGCAGCCCAGCCTGCAGACCGGCAGCGAGGAGCTGAGGAGCCTGTACAACACCGTGGCCACCCTG
TACTGCGTGCACCAGAGGATCGAGATCAAGGACACCAAGGAGGCCCTGGACAAGATCGAGGAGGAGCAGAACAAGTCCA
AGAAGAAGGCCCAGCAGGCCGCCGCCGACACCGGCCACAGCAGCCAGGTGAGCCAGAACTACCCCATCGTGCAGAACAT
CCAGGGCCAGATGGTGCACCAGGCCATCAGCCCCAGGACCCTGAACGCCTGGGTGAAGGTGGTGGAGGAGAAGGCCTTC
AGCCCCGAGGTGATCCCCATGTTCAGCGCCCTGAGCGAGGGAGCCACCCCCCAGGACCTGAACACCATGCTGAACACCG
TGGGCGGCCACCAGGCCGCCATGCAGATGCTGAAGGAGACCATCAACGAGGAGGCCGCCGAGTGGGACAGGGTGCACC
CCGTGCACGCCGGCCCCATCGCCCCCGGCCAGATGAGGGAGCCCCGCGGCAGCGACATCGCCGGCACCACCAGCACCC
TGCAGGAGCAGATCGGCTGGATGACCAACAACCCCCCCATCCCCGTGGGCGAAATCTACAAGAGGTGGATCATCCTGGGC
CTGAACAAGATCGTGAGGATGTACAGCCCCACCAGCATCCTGGATATCAGGCAGGGCCCCAAAGAGCCCTTCAGGGACTA
CGTGGACAGGTTCTACAAGACCCTGCGCGCCGAGCAGGCCAGCCAGGAGGTGAAGAACTGGATGACCGAGACCCTGCTG
GTGCAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGACCATCCTGAAGGCCCTGGGACCCGCCGCCACCCTGGAGGAGATGATGACCG
CCTGCCAGGGCGTGGGCGGCCCCGGCCACAAGGCCAGGGTGCTGGCCGAGGCCATGAGCCAGGTGACCAACACCGCCA
CCATCATGATGCAGAGGGGCAACTTCAGGAACCAGAGGAAGATGGTGAAGTGCTTCAACTGCGGCAAGGAGGGCCACACC
GCCAGGAACTGCCGCGCCCCCAGGAAGAAGGGCTGCTGGAAGTGCGGCAAGGAGGGCCACCAGATGAAGGACTGCACC
GAGAGGCAGGCCAACTTCCTGGGCAAGATCTGGCCCAGCTACAAGGGCAGGCCCGGCAACTTCCTGCAGAGCAGGCCCG
AGCCCACCGCCCCCCCCTTCCTGCAGAGCAGGCCCGAGCCCACCGCCCCCCCCGAGGAGAGCTTCAGGAGCGGCGTGG
AGACCACCACCCCCCCCCAGAAGCAGGAGCCCATCGACAAGGAGCTGTACCCCCTGACCAGCCTGAGGAGCCTGTTCGG
CAACGACCCCAGCAGCCAGTAAC 
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATC
TGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACA
ATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGAT
TATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCA
ATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGC
CAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTC
CTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGA
CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAG
AGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGG
CTAGCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGAGCCC
CAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGACGGGGAGCCCGGATGGAATGGGAGCGGGAGATCGACAACTACACCGACTAC
ATCTACGACCTGCTGGAAAAGAGCCAGACCCAGCAGGAAAAGAACGAGAAAGAGCTGCTGGAACTGGACAAGTGGGCCAG
CCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCCGGCTGTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGCC
TGCGGATCGTGTTCGCCGTGCTGTCCATCGTGAACAGAGTGCGGCAGGGCTACAGCCCCCTGAGCTTCCAGACCCTGCTG
CCCGCCAGCTGATGAGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGG
CCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGC
CCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATT
GTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAG
GCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCG
CCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGC
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTT
AGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCC
CTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC
AACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAA
AAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTA
TGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGC
ATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCAT
TCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGT
GAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTC
GGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTC
TTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACG
GGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGC
AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTG
ATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTC
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GATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCG
ACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCA
TCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGC
GGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTT
GACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGAT
TCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGA
TCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATT
TCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGT
CGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACT
GCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTA
TTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAG
GAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAA
GTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT
CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAG
GTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCT
TATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTA
GCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTG
GTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTA
GCGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTA
AATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCA
CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCT
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAG
CCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTA
TGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT
TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTAC
TGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCG
AGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTT
CTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTT
CAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGA
CACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACA
TATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC 
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATC
TGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACA
ATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGAT
TATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCA
ATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGC
CAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTC
CTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGA
CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAG
AGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGG
CTAGCGCCGCCACCATGGACGCCATGAAGCGGGGCCTGTGCTGCGTGCTGCTGCTGTGTGGCGCCGTGTTCGTGAGCCC
CAGCCAGGAAATCCACGCCCGGTTCAGACGGGGAGCCCGGATGCAGTGGGACCGGGAGATCAGCAACTACACCAACACC
ATCTACCGGCTGCTGGAAGATAGCCAGAGCCAGCAGGAACAGAACGAGAAGGACCTGCTGGAGCTGGACAAGTGGGCCA
GCCTGTGGAACTGGTTCGACATCACCAAGTGGCTGTGGTACATCAAGATCTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGC
CTGCGGATCATCTTCGCCGTGCTGTCCATCGTGAACAGAGTGCGGCAGGGCTACAGCCCCCTGAGCTTCCAGACCCTGAT
CCCCAACCCCTGATGAGGTACCGCGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCG
GCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTG
CCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCA
TTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGC
AGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACG
CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGC
GCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCC
TTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATC
GCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACA
CTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTA
ACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAG
AAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCA
AAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGC
CCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAG
TAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAG
AGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTA
TTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGG
TTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACG
ACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGG
GGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGC
TTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTT
GTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGC
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CCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGA
TTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCT
TGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCC
TTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTT
CGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCG
GGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCAC
AAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATA
CCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCAC
ACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCT
CACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTG
CGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGG
CCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCC
TGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTG
TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGA
TTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTAT
TTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTG
GTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTAC
GGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATC
CTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGT
GAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGG
AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACC
AGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAA
GCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCG
TTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTA
GCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTC
TCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGG
CGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGA
AAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAAC
TGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA
GGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGC
GGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC 
 
E.3 Peptide 
Bezeichnung  Bezugsquelle  Sequenz 
MPER Peptid Pepscan, Lelystad, NE EKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIK 
A9I Peptid Biosyntan, Berlin AMQMLKETI 
 
Tab. E-2: Übersicht der verwendeten Peptide 
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E.4 Ergänzende Abbildungen 
PBS CTBGST
MNCTBGST
GST
0.0
0.3
0.6
0.9
A 4
50
 
Abb. E-1: Analyse der Bindung des CTB-spezifischen Antikörpers C 3062 an verschiedene CTB-Varianten mittels 
ELISA. CTBGST bzw. MNCTBGST wurden in E. coli Origami 2(DE3) produziert, mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt und 
im ELISA analysiert. Dabei wurden Platten mit einem GST-spezifischen Antikörper beschichtet, die Detektion erfolgte mit dem 
CTB-spezifischen Antikörper C 3062. Als Negativkontrolle diente ebenfalls über Affinitätschromatographie gereinigtes GST. 
Gezeigt ist der Mittelwert von drei Experimenten mit Standardabweichung. 
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Abb. E-2: Induktion einer Gag-spezifischen mukosalen Immunantwort durch Kombination einer intramuskulären 
gag DNA Prime Immunisierung mit intranasalen VLP Booster Immunisierungen. 6 Tiere pro Gruppe wurden wie 
angegeben entweder dreimal i.n. mit je 30 µg VLPs oder einmal i.m. mit 60 µg DNA und zweimal i.n. mit je 30 µg VLPs 
immunisiert. Nicht immunisierte (mock) sowie einmal i.m. mit 60 µg gag DNA immunisierte Mäuse (Gruppe 3) dienten als 
Kontrolle. (A) 2·107 Splenozyten wurden für 6 h mit einem Gag-spezifischen A9I Peptid (stimuliert) oder ohne Peptid (nicht 
stimuliert) behandelt. Im Anschluss wurde die Anzahl CD8+/IFNγ+ Zellen pro 30.000 CD8+ Zellen mittels FACS Analyse 
bestimmt. (B, C) Zur Ermittlung der humoralen (Igtotal)  bzw. mukosalen (IgA) Immunantworten wurden Seren (B) bzw. BALs 
(C) der immunisierten Mäuse im ELISA mittels Endpunktverdünnung untersucht. Dargestellt sind die Gag-spezifischen 
Antikörpertiter der Einzelmäuse (♦) und der jeweilige Mittelwert der Gruppe (Linie). 
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